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Como quiera que no se puede ser universal y
saber todo lo que se puede llegar a conocer
acerca de la totalidad, es preciso limitarse a
saber un poco de todo. Ademds, es mucho mas
hermoso saber algo de todo que saberlo todo de
una cosa.

(Pascal)
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PROLOGO

La palabra prélogo, segun la segunda acepcion de la RAE, es aquello que

sirve como de exordio o principio para iniciar una cosa.

En este trabajo que les presento, el exordio es justificar el motivo del

mismo.

Finalizados los estudios y conseguida la licenciatura en la Facultad de
Medicina de Salamanca en el ano 1962, los imperativos de la vida me condi-
cionaron a trabajar en distintos Hospitales. Escogi la especialidad de Gine-
cologia porque entonces era la Unica asequible y, como le dije al director del
Hospital de San Sebastian, D. Carlos Elésegui, he estudiado todas las asigna-
turas y no sé nada de ninguna, pero a la Especialidad que usted me asigne,

me dedicaré con todo mi interés.

Y asi ha sido. Durante mas de cuatro décadas he practicado la ginecolo-
gia en todas sus facetas. Desde la Obstetricia hasta la Ginecologia total, con
su patologia organica y funcional, patologia del suelo pélvico, esterilidad,
contracepcion, oncologia llamada ginecologica y desde comienzos del ejer-
cicio profesional, con la patologia mamaria benigna y maligna; hago esta ob-

servacion porque la patologia de la mama, sobre todo la oncologica, era



atribucion de los cirujanos. Poco a poco fue pasando a nuestro «territorio» y,
aunque aun se comparte ese campo con los cirujanos, ya esta incluida en

todos los Departamentos de Ginecologia.

Con el extraordinario progreso que ha experimentado la compartimenta-
cion de la especialidad, en la ecografia, contracepcion, fecundacion asistida,
oncologia (en muchos Centros ain mas subdivida: de Ovarios, Cérvix, Endo-
metrio y Mama) era mas dificil y complicado estar «a la Ultima», aunque lo
procuraba, sabedor de que quienes se dedicaban exclusivamente a uno de los
temas, sabian mas que yo del mismo. Eso me obligaba a reciclarme periodi-
camente en esos campos. Yo no habia tenido oportunidad de polarizarme,
pero si hubiera podido elegir entre la Ginecologia global que he practicado o

la polarizada monotematica, habria elegido la primera.

Solo me quedaba obtener el titulo de Doctor. Esa ha sido mi asignatura

pendiente y que jamas me abandonaba la «obligacién» de aprobarla.

Ahora que he cesado en la actividad profesional publica y privada no tenia
ninguna disculpa para no intentar hacerlo. En realidad nunca hay verdaderas
disculpas para justificar lo no realizado. Merced a la amistad adquirida con
los companeros de estudios y mantenida durante los anos posteriores, prin-
cipalmente con los Profesores Agustin Martin Pascual y Ricardo Vazquez Ro-

driguez, busqué una ultima oportunidad.

En Ginecologia, la hipdfisis ha sido siempre la piedra basica del conoci-
miento de la Fisiologia y Patologia femenina. Entre las hormonas que pro-
duce, una de las que mas problemas o interés nos suscitaba y sigue

haciéndolo, es la Prolactina.



Por la década de los 60 del pasado siglo los desafios diagndsticos de las
alteraciones hipofisarias tratabamos de resolverlos con la radiografia de la

silla turca.

Si hallabamos una alteracion clara de la «silla de montar» y se acompa-
haba de alteraciones de la vision por deterioro del quiasma o6ptico, el diag-

nostico estaba claro. En los demas casos nos quedabamos... «a dos velas».

Posteriormente fuimos ahondando en el conocimiento de la fisiopatolo-
gia femenina descubriendo la influencia de la Prolactina en las alteraciones

del ciclo menstrual, esterilidad, galactorreas...

También quiero recordar los «hallazgos~ clinicos de los ginecologos en la
época de los psicofarmacos que alteraban la prolactina y sus cuadros de ame-
norrea-galactorrea; el sulpiride, con su farmaco estrella: Dogmatil. Costo aso-
ciarlo, pero una vez corroborado se estudid y comprobd que otros
psicofarmacos también producian trastornos similares, aunque con menos fre-

cuencia.

Con las nuevas tecnologias de diagnostico por imagen (TAC, RMN) ahora
diagnosticamos microtumores y con los métodos de laboratorio actuales po-

demos determinar con gran precision los niveles de prolactina en sangre.

También hemos llegado a conocer donde tiene su expresion génica: En las
células lactotropas de la adenohipofisis, en el endometrio decidualizado y en
el miometrio. La prolactina secretada en estos distintos lugares es idéntica,
pero hay diferencias en el ARNm que indican disparidades en la regulacion gé-

nica.

Como «Ultimo» estudio clinico, mas bien anecdético, revela que la exci-

tacion sexual y el orgasmo en los varones y las mujeres producen notables ele-
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vaciones de las concentraciones circulantes de prolactina que persisten al
menos 1 hora, lo que tal vez contribuya a la supresion de la sexualidad in-

mediatamente después de la excitacion y orgasmo.

Tratando de mostrar mi interés por la prolactina, quiza haya sido prolijo,
y les ruego me disculpen por ello, por lo que ahora me centro en el trabajo

que les presento.

Los 100 billones de células del organismo forman parte de una comuni-
dad bien organizada en la que el nUmero total de células esta regulado, no
solo por el control de la division celular, sino también por el control de la ve-
locidad de la muerte celular. Cuando las células ya no se necesitan, o cuando
se convierten en una amenaza para el organismo, sufren una muerte celular
programada, suicida o apoptosis. Este proceso implica una cascada proteoli-
tica que hace que la célula se encoja y condense para desmontar su citoes-
queleto y alterar su superficie de tal forma que una célula fagocitica cercana,

como un macrofago, se pueda unir a la membrana celular y digerir la célula.

Por el contrario, las células que mueren por lesién aguda se hinchan y
estallan debido a la pérdida de integridad de la membrana celular, lo cual se
denomina necrosis celular y estas células necroticas vierten su contenido ha-

ciendo que la inflamacion y la lesion se extienda a las células vecinas.

La apoptosis es una muerte metodica que da lugar al desmontaje y fago-
citosis de la célula antes de que se vierta su contenido, por lo que las célu-

las vecinas se mantienen sanas.

La iniciacion de la apoptosis se efectia mediante la activacion de una

familia de proteasas conocidas como caspasas.
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Nos centraremos en lo que es el objeto de trabajo: Las alteraciones o
controles que podemos efectuar en estos procesos, que son generales, que su-

ceden a nivel de hipdfisis, en su vertiente productora de Prolactina.
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Introduccion




La hipofisis o glandula pituitaria es una glandula de secrecién interna,
de pequeno tamano, situada en la cara inferior del cerebro, por detras del
quiasma optico y debajo del hipotalamo, al que se encuentra unida a través
del tallo infundibular (Testut y Latarjet, 1979; Gray’s, 2005; Moore y Dalley,
2007).

Esta alojada en la silla turca del esfenoides y en ella se diferencian va-
rias partes; segun la clasificacion, aceptada hace mas de 60 anos, que hicie-
ran Rioch y col (1940) se diferencian en ella, un lobulo anterior o
adenohipofisis, subdividida en tres partes (pars distalis, pars tuberalis y pars
intermedia) y un lobulo posterior, que engloba la neurohipdfisis o lobulo neu-
ral, conectada con el infundibulo o eminencia media a través del tallo neu-

ral o infundibular.

En el humano no existe pars intermedia y aquellas células que corres-
ponderian a esta porcion, estan situadas en la pars distalis de la adenohipo-

fisis.

Al diferenciarse en ella dos partes, encontramos también dos tejidos en-
docrinos totalmente diferentes; uno, el formado por las células endocrinas de
la adenohipofisis, que secretan las hormonas adenohipofisarias y otro, el cons-
tituido por los axones de las neuronas magnocelulares de nucleos hipotala-

micos, junto a células de estirpe glial, los pituicitos, que forman parte de la



neurohipofisis y donde se eliminan las hormonas vasopresina y oxitocina (Mo-
rris, 2008).

La adenohipofisis posee una serie de células que secretan diversas hor-
monas que actuan sobre distintas estructuras, consideradas como 6rganos
diana. De acuerdo con Benarroch y col. (2008) y Morris (2008) estas células y
las hormonas son: célula tirotropa que secreta la hormona tirotrofina o TSH,
corticotropa que elabora la hormona adrenocorticotropa o ACTH y otros pro-
ductos derivados de la proopiomelanocortina, gonadotropas que secretan las
hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH), célula somatotropa,
productora de la hormona somatotropa (STH o GH) y la célula lactotropa que

secreta la prolactina (PRL).

Las funciones de la glandula pituitaria, a través de sus hormonas son, en
conjunto, de gran valor e interés dentro del sistema endocrino; su importan-
cia empezod a ponerse de manifiesto muy a finales del siglo XIX y continu6 du-
rante la primera mitad del siglo XX, llegandose a considerar a la hipofisis y
concretamente a la adenohipofisis, como el «lider de la orquesta del sistema

endocrino» (Kaplan, 2007).

En la segunda mitad del siglo XX se demostro que estimulos controlados
por el hipotalamo influian en las distintas funciones hipofisarias, por lo que
el papel de esta glandula estaba en parte condicionado por el hipotalamo, si
bien, se siguid considerando a la hipdfisis como lider del sistema endocrino,

aunque con influencia hipotalamica.

Los avances en el siglo pasado fueron constantes. Desde un punto de vista
morfoldgico, se puede afirmar que: se llegaron a caracterizar, a lo largo del
tiempo, los distintos tipos celulares hipofisarios; baste decir en esta Introduc-
cién que con técnicas morfoldgicas, como la hematoxilina eosina (Schonemann,

1892), pasando por técnicas tetracromicas (Herlant, 1964), se dio un impulso
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notable al conocimiento de la citologia hipofisaria; después, la microscopia
electronica caracterizd con toda precision los diversos tipos celulares de la hi-
pofisis, aunque quedaban algunas incégnitas por resolver; posteriormente, téc-
nicas como la inmunocotoquimia han servido para identificar con toda claridad
la citologia hipofisaria de acuerdo con su funcion hormonal, permitiendo cla-

ramente la identificacion de los diversos tipos celulares.

Desde un punto de vista funcional, a lo largo del siglo XX se fueron ca-
racterizando sus diferentes hormonas, siendo la primera hormona aislada, la
prolactina por Riddel en 1933, hecho publicado en la Revista American Jour-

nal of Physiology.

Hoy dia se puede afirmar que la adenohipofisis posee una clara plastici-
dad y que hay numerosos estimulos, tanto intrinsecos como extrinsecos, que
dan lugar a fenomenos de hipo e hiperplasia y que en determinadas circuns-
tancias provocan tumores de las diversas células hipofisarias, los adenomas,

dentro de los cuales, los mas abundantes son los prolactinomas.

Se admite que las hormonas y los factores de crecimiento pueden inter-
venir en el desarrollo de los adenomas hipofisarios, al intervenir en el equi-
librio entre proliferacion, diferenciacion y apoptosis. De acuerdo con Qishi y
col (1993) la aparicion de un tumor guarda relacién con los procesos de pro-
liferacion celular, con todos los fenomenos que acontecen en el ciclo celular

y con los procesos de apoptosis dentro de la glandula.

Un aumento de la proliferacion conlleva un incremento de probabilidad de
mutaciones que afectan a los protooncogenes y genes supresores de tumores;

ademas, realza la progresion y la produccion de metastasis (Renehan, 2008).

Por ello y en relacion con el trabajo que vamos a desarrollar, cuyo obje-

tivo es relacionar la expresion de la aromatasa P450 en prolactinomas huma-
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nos con la proliferacion y apoptosis, se pretende profundizar en el estudio de
la génesis de estos tumores y, como base, en esta Introduccion analizaremos:
el ciclo celular, la proliferacion y apoptosis, la aromatasa P450 y haremos al-

guna consideracion sobre los prolactinomas.

CICLO CELULAR

El ciclo celular comprende una serie de eventos, finamente controlados,

que conducen a la replicacion del DNAy a la division celular.

Para la reproduccion de los organismos, todas las células se originan, Uni-
camente, de otra existente en ese momento. Su funcion es originar nuevas cé-
lulas, haciéndolo siempre mediante un proceso ordenado y repetitivo en el

tiempo, de forma conveniente y con una regulacion adecuada (Lewin, 2000).

En los organismos unicelulares la division celular implica una verdadera
reproduccion, ya que se generan dos células hijas que maduran y se trans-
forman en dos seres distintos; sin embargo, en los organismos multicelula-
res, se requieren muchas divisiones celulares para formar un nuevo individuo
y también para reemplazar nuevas células perdidas por desgaste, mal fun-

cionamiento o muerte celular (Aguirre, 2000).

Para que una célula se divida tienen que darse dos procesos alternativos,
la duplicacion de su genoma (fase S) y la realizacion de la mitosis (fase M). El
periodo entre las fases M y S se denomina G1 y el periodo entre S y M se de-
nomina G2. De este modo el ciclo celular se divide en cuatro fases (ver figura,
pagina siguiente); una primera fase G1 de crecimiento celular y actividad me-
tabolica para preparar a los cromosoma para su replicacion y que suele ser la
fase mas larga; una fase S de sintesis del DNA 'y duplicacién del centrosoma;

una fase G2 en la que la célula continua creciendo y se prepara para la divi-
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sion celular (mitosis) y por ultimo, una fase M, en la que tiene lugar la mito-
sis celular con todas sus fases (Lundberg y Weinberg 1999). Si no se van a di-
vidir las células pasan a un estado quiescente, llamado Go, donde pueden

estar incluso anos (Boticario y Cascales, 2008).

La duracion del ciclo varia de una célula a otra, desde 12 horas hasta
meses 0 anos y la mitosis tiene una duracion siempre de 1 hora: El ciclo se ini-
cia cuando se forma una célula y termina cuando se divide en dos células
hijas. Las células que se encuentran en el ciclo celular se llaman proliferan-

tes y las que se no estan en el ciclo se llaman quiescentes (Cooper, 1999).

._\

La porcién central de la imagen nos muestra las cuatro fases del ciclo celular: G1, S, G2 y
M. La fase M de mitosis contiene la profase, metafase, anafase y telofase, terminando con
la formacidn de dos células hijas; periféricamente estarian representadas las imdgenes ce-
lulares correspondientes a las diferentes fases del ciclo; aun mds, periféricamente estdn
representados distintas moléculas que intervienen en el control del ciclo e imdgenes celu-
lares de cada fase.
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Todos los procesos que tienen lugar durante el ciclo llevan un orden y su-
pervision muy estricta. Sefales extra e intracelulares se encargan de llevar a
cabo esta regulacion. Las moléculas que regulan el ciclo celular son univer-
sales y se han mantenido durante la evolucion, existiendo diversas proteinas
que regulan la entrada en el ciclo y su continua progresion en cada fase (lvan-
chuk y Rutka, 2004; DeWolf y Gaston, 2004; Burgués-Gasion y col, 2005).

Control intracelular

Se lleva a cabo a través de proteinas que activan o inhiben el ciclo, per-
mitiendo su progreso o inhibiéndolo. Permiten el progreso del ciclo los com-

plejos cdk-ciclina y lo inhiben, dos familias de proteinas, las CIP y las INK4.

Los complejos cdk-ciclinas estan formados por dos tipos de proteinas. Las
Kinasas dependientes de ciclinas o cdks, cuyos niveles se mantienen relati-
vamente constantes durante todo el ciclo celular y las ciclinas que, por el

contrario, se sintetizan y degradan segun las distintas fases del ciclo celular.

Se conocen seis cdks, aunque solo se ha caracterizado la funcion de cua-
tro de ellas (cdk 1,2,4 y 6) y de las ciclinas solo se conocen otras cuatro (ci-
clinas A, B, D y E). Las cdks fosforilan aminoacidos especificos de algunas
proteinas, pero solo si esta unida a una ciclina, conociéndose seis distintas

combinaciones de cdk-ciclina, que actuan en diversas fases del ciclo.

También es conocido que las células sintetizan proteinas inhibidoras de
los complejos cdk-ciclinas, interviniendo en el ciclo celular; han sido agrupa-
das en dos: las proteinas INK4 y las CIP o proteinas que inhiben las cdks. Entre
estas Ultimas estan, por interesarnos alguna de ellas en nuestro trabajo, la
p21, p27 y p53. Intervienen en impedir la proliferacion celular y los genes que

codifican estas proteinas se les denomina genes supresores de tumores.
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Existen cuatro puntos para el control de la célula y del medio extracelu-
lar para que se produzca las fases del ciclo. De estos puntos, uno es de res-

triccion y tres de control.

Los puntos de control son como estaciones en las que se controlan las ca-
racteristicas del medio y de la célula y se da como un visto bueno para poder

continuar el ciclo o al contrario para pararlo o incluso intentar reparar el dano.

El primer punto de control se encuentra en G1, justo un poco después del
punto de restriccion que después veremos. Sus funciones son las de revisar
como esta el medio o si la célula ha crecido mas o menos. Favorecen este con-

trol el complejo cdk2-ciclina E y lo inhiben los CIP p53, p21y p27.

Después del primer punto de control, la célula pasa a fase S, pero en la

misma, no existe ningun control como tal.

Al final de G2 se sitGa el segundo punto de control y consiste en com-
probar si el material genético se ha duplicado correctamente, que no tenga
errores y que el medio extracelular sea el adecuado. Los complejos cdk1-ci-
clina Ay B intentan asegurar esta fase y los inhibidores son los anteriormente

citados la p53, p21vy p27.

El tercer punto de control esta en la fase M y se encarga de comprobar

que todos los cromosomas se encuentran unidos al huso acromatico.

Por ultimo, el punto de restriccion se encuentra casi al final de G1. Este
punto esta muy controlado por el medio y depende de él para que la célula
siga 0 no con el ciclo. Los responsables intracelulares son los complejos cdk4
y cdké-ciclina D que liberan el factor de transcripcion E2F de la proteina del
retinoblastoma o proteina Rb. E|l E2F estimula la sintesis de cdk2 vy ciclina E

(necesarias para el paso de G1 a S y disminuye la concentracién de p27).
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Control extracelular

La célula no entra en el ciclo celular cuando ella quiere, si no cuando se
activan los complejos cdk-ciclinas y ello se consigue por una serie de facto-
res solubles, denominado mitdgenos, que actlan solo si el organismo necesita

mas células.

La mayoria de los mitdgenos actian en fase G1, liberando a la célula del

control negativo del ciclo.

PROLIFERACION Y APOPTOSIS

El nUmero de células en un organismo esta determinado por los niveles
de proliferacién (division, mitosis), crecimiento y diferenciacion y muerte ce-

lulares (Raff, 1996).

El crecimiento, la muerte y la proliferacion celulares son los procesos ne-
cesarios para que el organismo adquiera la forma y el tamano caracteristicos.
La proliferacion celular es fruto de un ciclo celular, perfectamente regulado,

como hemos visto antes, por mediadores intra y extracelulares.

La hipofisis, organo sobre el que recae nuestro estudio, ha sido conside-
rada como un o6rgano quiescente, con muy escasa proliferacion celular; du-
rante muchos anos se ha admitido, en general y por supuesto en la hipofisis,
que en las células maduras, bien diferenciadas, su nivel de proliferacion era
escaso (Leblond y Walker, 1956). Referido a la adenohipdfisis, este concepto
ha sido revisado recientemente, se ha reconocido la existencia de plasticidad
en la glandula (Denef, 2003; Takahashi, 2004) y por tanto, la existencia de

proliferacion.
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En particular, en las células adenohipofisarias productoras de Prolactina
o células lactotropas, la plasticidad se pone de manifiesto ante determinadas
condiciones y estimulos que inducen proliferacion (también apoptosis y dife-
renciacion celular); en condiciones fisioldgicas, como la lactacion, gestacion,
se produce un aumento de la proliferacion en este tipo celular, probable-
mente debido a niveles altos de estrogenos -E2- (Yin y Arita, 2000). También
aumentan en el ciclo estrual, durante la fase de estro (Hunt, 1943; Hunt y

Hunt, 1966; Crane y Loomes, 1967).

La renovacion de las células adenohipofisarias de ratas hembras muestran
caracteristicas ritmicas en relacion con el ciclo estrual. El pico de prolifera-
cion celular se localiza en el estro (Hashi y col., 1995) mientras que el ma-
xima nivel de apoptosis se observa en proestro, cuando los niveles de E2 son

mas altos (Yin y Arita, 2002).

Ademas, la plasticidad también se ha demostrado al comprobarse la con-
version de células somatotropas en lactotropas durante la lactacion (Porter y
col., 1991) con incremento de las Ultimas, aunque, también hay evidencias de
que se produce muerte celular por apoptosis, cuando hay aumento de la po-
blacion lactotropa, hasta valores similares a los existente en condiciones de

normalidad (Ahlbom y col., 1998).

Segun Candolfi, la adenohipofisis mantiene, de forma constante, la re-
novacion celular mediante los procesos de proliferacion, crecimiento y dife-

renciacion (Candolfi y col., 2006).

En general, el estudio de la proliferacion de estas células glandulares hi-
pofisarias se lleva realizando desde hace tiempo utilizando diversas técnicas;
las primeras fueron la administracion de colchicina y parada en metafase de

las células. Mas tarde, se han utilizado otras técnicas como la timidina tri-
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tiada, la Bromodexouridina (BrdU) o empleando el antigeno nuclear de pro-

liferacion nuclear (PCNA), demostrando lo anteriormente expuesto.

Metafase en una célula hipofisaria madura. Se aprecia la

cromatina dispuesta en el plano ecuatorial, los microtu-
bulos del huso acromdtico y uno de los centriolos.

El fendmeno de la
muerte celular ha ido po-
niéndose de manifiesto
paulatinamente desde
hace 165 anos (Vogt,
1842; Kerr y col.1972;
Sulston y Horvitz, 1997).

Hasta hace poco
tiempo se admitia que la
muerte celular se debia a
la «necrosis» de la célula,
la cual se producia acci-
dentalmente cuando se
lesionaba por procesos
quimicos, biologicos o
mecanicos letales. En
este caso, las células y
organelas se hinchan al

perderse la capacidad de

control de iones y agua por la membrana celular, la célula se rompe y su con-

tenido pasa al espacio intercelular lo que conlleva la inflamacién de los teji-

dos proximos.

Sin embargo, existe otro tipo de muerte celular, la «apoptosis» 0 muerte

inducida o programada, también conocida como suicidio celular. Se lleva a

cabo mediante una coordinacion de procesos biologicos dependientes de

energia y controlado genéticamente (Cotter y col., 1990).
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La muerte celular por apoptosis es una propiedad comin de todos los or-
ganismos multicelulares (Krammer, 2000; Korsmeyer, 2004). El término fue
acunado por Currie y sus colaboradores (Kerry col., 1972) para describir una

determinada muerte celular observada en multiples células y tejidos.

La apoptosis es un fenomeno que esta precisamente regulado; estudios
recientes han demostrado que el desencadenante de las alteraciones que se
producen durante la apoptosis son debidas a cambios en la funcion mitocon-
drial de las células, junto a alteraciones energéticas, que causan disfuncion
celular (Smaili y col., 2000; Shosshan-Barmatz y col., 2006) aunque hoy dia
también se asocia la participacion en este proceso del reticulo endoplasmico

rugoso (Hitomi y col.2004; Pattacini y col. 2004).

Las mitocondrias estan involucradas en muchos de los procesos esencia-
les para la supervivencia celular (produccion de energia, homeostasis del cal-
cio y determinadas vias metabdlicas) también lo estan, en los mecanismos
fisiologicos de la muerte por apoptosis. Las vias mitocondriales, estan a me-
nudo sujetas a alteraciones y, al parecer, intervienen en varias patologias
como el cancer (Strasser y col. 1990; McDonell y Korsmeyer, 1991) enferme-
dades autoinmunes (Strasser y col., 1991; Watanabe-Fukunaga y col., 1992)
diabetes, obesidad, isquemia y enfermedades neurodegenerativas (Barr y

Tmei, 1994; Thompson, 1995; Weissig y col., 2004).

Como antes se dijo, este tipo de muerte celular esta sujeta a control ge-
nético (Ellis y Horvitz, 1986; Vaux y col., 1988; Cotter y col., 1990) habién-
dose demostrado que anormalidades en su regulacion es causa de
alteraciones, como tumores (Strasser y col., 1990; McDonell y Korsmeyer,
1991) enfermedades autoinmunes (Strasser y col.1991; Watanabe-Fukunaga y
col., 1992) y posiblemente, alteraciones degenerativas (Barr y Tmei, 1994;

Thompson, 1995).
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Puede ser desencadenada por un gran nimero de factores, entre los que

se incluyen: radiaciones ultravioletas y radiaciones gamma, drogas utilizadas

en quimioterapia y estrés oxidativo (Hitomi y col., 2004; Pattacini y col.,

2004) o alteraciones en factores de crecimiento o en las senales que provo-

can cambios de receptores celulares y sus ligandos (Nagata, 1997; Ashkenazi

y Dixit, 1998 y Krammer, 1998).

Su estudio se inici6 desde un punto de vista morfologico, analizando di-

ferentes tejidos, fundamentalmente embrionarios, mediante técnicas de mi-

croscopia optica (hematoxilina eosina) y después con microscopia electronica.

Imdgenes de dos células glandulares (tiroideas) fa-
gocitando cuerpos apoptéticos.
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En las células en apoptosis
se han comprobado una serie
de cambios morfoldgicos; las
células se tornan mas peque-
fas y a microscopia electronica,
se aprecia una condensacion
de la cromatina nuclear en la
superficie interna del nucleo;
irregularidades en la forma ce-
lular y fragmentaciones tanto
del nucleo como del cito-
plasma, iniciandose con pro-
trusiones de la membrana a
modo de ampollas y termi-
nando con la formacion de los
cuerpos apoptoticos, que seran
fagocitados por las células cir-
cundantes (Kerr y col., 1972;

Wyllie y col., 1980).



Desde un punto de vista bioquimico se sabe que los procesos que conclu-
yen con la muerte de la célula estan concatenados, configurando la llamada
«cascada de la apoptosis»; ademas en muchos de los pasos intervienen molé-
culas denominadas caspasas que también conforman la llamada «cascada de
las caspasas» pues intervienen de forma jerarquica desde el inicio hasta el
final de la apoptosis (Thornberry y Lazaenik, 1998; Cohen, 1997; Nicholson,
1999; Mandic y col, 2003; Sharma y Rohrer, 2004; Bentle y col., 2006). Sin em-
bargo, las moléculas que intervienen y las reacciones que se producen durante
todo el proceso requieren de un primer paso seguido del siguiente para poder
continuar y asi sucesivamente, lo que da lugar a la cascada de la apoptosis. Ni

mucho menos, todos los pasos estan demasiado claros.

La cascada de la apoptosis se puede dividir en tres etapas; una primera
corresponde al inicio de la cascada, con formacion de «caspasas iniciadoras»
del proceso de apoptosis (entre ellas, las caspasa 8, Fraser y Evan, 1996).
Estas caspasas iniciadoras son las responsables de los primeros aconteci-
mientos proteoliticos, como rotura de algunas proteinas del citoesqueleto,
tipo vimentina y actina (esta proteolisis seria la responsable de las ampollas

de la superficie celular (McCarthy y col., 1997) descrita morfologicamente.

La segunda etapa comprende la activacion de las caspasas; las caspasas
iniciadoras propician la aparicion de las «caspasas ejecutivas» (Mignotte y
Vayssiere, 1998) entre ellas, la caspasa 3 activa, dandose el inicio irreversi-
ble de la apoptosis o «punto de no retorno» en el proceso de la muerte ce-

lular.

El paso entre la primera y segunda etapa es finamente regulado por la fa-
milia de proteinas mitocondriales Bcl-2, que actuan como activadores o inhi-
bidores en la produccion de las caspasas ejecutivas (Hockenberry y col., 1990;

Renvoize y col., 1997; Mignotte y Vayssiere, 1998).
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Para que la apoptosis progrese, es decir, sea irreversible, es necesario
que las caspasas ejecutivas (activas), por ejemplo, la caspasa 3 activa, actlen

durante un cierto tiempo (Marks y col., 1998).

Estas caspasas activas, bien por ellas o bien por otras proteasas, rompen
una amplia formacién de proteinas necesarias para la supervivencia celular;
incluye proteinas de filamento intermedio, proteinas de mantenimiento y de

reparacion de DNA.

Por Ultimo, la tercera etapa es la muerte celular, después de provocar una
serie de alteraciones que conllevan, a la fragmentacion del DNAy al colapso
del nlcleo y de la propia célula (Huppertz y col. (1999). Las caspasas activas
actlan sobre el factor de fragmentacion del DNA y otras endonucleasas, re-

sultantes de la fragmentacion del DNA.

Las caspasas son zimdgenos, es decir, precursores enzimaticos inactivos,
que requieren cambios bioquimicos para convertirse en enzimas; contienen
un residuo de cisterna que es clave y cortan selectivamente proteinas en los

sitios inmediatos a los residuos de aspartato, en direccion C-terminal.

En el hombre se han caracterizado 14 caspasas diferentes, aunque su nu-
mero aumenta progresivamente; todas ellas se forman como procaspasas Y,

solo cuando se activan, se transforman en verdaderas caspasas.

Teniendo en cuenta estos pasos, la actividad apoptética ha sido estudiada
en secciones de parafina, mediante el método de marcaje in situ del DNA
fragmentado o técnica de TUNEL (Terminal dioxynucleotido transferasa-me-
diated dUTP nick-end labeling) detectando la apoptosis en estadios mas pre-

coces que con la hematoxilina eosina.
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Técnicas inmuinocitoquimicas estan siendo ampliamente utilizadas para
analizar la expresion de determinadas proteinas reguladoras del proceso de
apoptosis, como la presencia o no de caspasa 3 activa o las variaciones de la

proteina Bcl-2, por citar aquellos marcadores por nosotros utilizados.

Kerry col. (1972) y Wyllie y col. (1980) demostraron que durante la edad
temprana de la apoptosis no se aprecian cambios en las mitocondrias, en el
aparato de Golgi o en el reticulo endoplasmico rugoso, aunque para otros, si
que aparecen dilataciones en la membrana externa de las mitocondrias (Van-
derHeiden y col 1997) asi como la liberacidn de sustancias al espacio inter-

membrana mitocondrial.

En la cascada de la apoptosis, las mitocondrias se alteran y dejan salir al
citoplasma, el citocromo ¢, (Klucky col., 1997; Yang y col., 1997) y el factor
que induce la apoptosis (Susin y col.,1999) y una distribucion de la fosfatidil
serina en las capas externa e interna de la membrana citoplasmica (Fadok y

Henson, 1998; Strasser y col., 2000).

Esta fosfatidil serina, fosfolipido que se encuentra en la cara interna de
la membrana, se expone en superficie y se une a receptores de las células fa-
gociticas para que estas fagociten a los cuerpos apoptoticos; a su vez, las cé-
lulas fagociticas secretan citoquinas para inhibir las inflamacion (Boticario y
Cascales, 2008).

Ademas de las caspasas, en la regulacion apoptotica se incluye la fami-
lia de proteinas Bcl-2. Esta familia incluye miembros proapoptoticos y anti-
apoptoticos; las proteinas antiapoptoticas contienen 4 dominios de Bcl-2
homologos y entre ellas se encuentran las proteinas Bcl-2, Bcl-xLy McL-1y los
proapoptoticos se integran en dos subgrupos; uno con dominios BH1, BH2, BH

y otro, con numerosos dominios BH3 (Adams y Cory, 1998). Para una revision
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mas amplia de esta familia de proteinas revisar el trabajo de Bouchier-Hayes

y col (2005).

En condiciones basales se han observado apoptosis en diversos tipos ce-
lulares de la adenohipofisis, entre ellas, las células de prolactina o lactotro-

pas (Nolan y col., 1998; Candolfi y col., 2002).

Durante el ciclo estrual, el nivel de apoptosis se incrementa en la tarde
del proestro en este tipo celular (Yin y Arita, 2002). También, el nivel de apop-
tosis se correlaciona con los niveles sanguineos de E2 (Yin y Arita, 2002). Es
conocido que los E2 incrementan la sensibilidad en las células de la adenohi-
pofisis ante diferentes estimulos apoptoticos (Candolfi y col., 2004; Pisera y

col., 2004; Jaita y col., 2005).

La Dopamina (DA) es una catecolamina que participa en el control de mu-
chos procesos fisioldgicos, entre ellos la secrecion neuroendocrina (Ben-Jo-
nathan y Hnasko, 2001). Su accion es mediada por cinco receptores de

membrana diferentes, agrupados en dos familias.

La familia similo D1, incluye los receptores D1y D5, que se caracterizan
porque se acoplan a proteinas Gs que conllevan la activacion de la adenil ci-
clasa y la familia similo D2, incluye los receptores D2, D3 y D4; se caracteri-
zan por interactuar con proteinas Gi/Go, que reducen la acumulacion de cAMP

(Missale y col, 1998).

Existen, ademas, las proteinas transportadoras de DA (DAT) que contro-
lan la intensidad y duracion de la neurotransmisién dopaminérgica mediante

la recaptacion de DA desde la hendidura sinaptica (Storch y col., 2004).
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La DA induce apoptosis en diferentes tipos celulares ya que antagonistas
de la DA (receptores D1y D2) inhiben la induccion de la muerte celular (Chen
y col., 2003; Charvin y col, 2005), lo que indica que la accion de la DA se

ejerce a través de estos receptores.

También parece demostrado que el bloqueo de los DAT inhiben la muerte
celular inducida par la DA en la muerte celular de la linea PC12, lo que indica
que es necesario la intervencion de las DAT en la apoptosis de esta linea ce-
lular (Blumy col., 2001).

Los efectos mediados por los estrogenos en hipofisis normales y tumora-
les parecen ser altamente dependientes de la expresion de las isoformas de

receptor estrogénico a y p (Lee y col., 2001).

La proteina morfogenética del hueso BMP-4, esta altamente expresada en
prolactinomas, incluyendo prolactinomas humanos y de ratas inducidos por

estradiol (Stefaneanuy col., 1994).

El péptido pituitario activador de la adenil-ciclasa (PACAP) esta presente
en todos los adenomas hipofisarios y al parecer esta implicado en la prolife-
racion y sintesis hormonal en la mayor parte de las lineas celulares de la hi-
pofisis, asi como en los cultivos primarios de los adenomas humanos (Vaudry
y col., 2000).

También la activacion de los receptores D2 inhiben la expresion del gen
de la prolactina y reduce la proliferacion de las células lactotropas (Ben-Jo-
nathan y Hnasko, 2001; Sarkar y col., 2005).

Para Radl y col. (2008) la DA induce apoptosis solo en presencia de E2, su-
giriendo que la DA ejerce una accion permisiva sobre la apoptosis en la ade-
nohipofisis y, concretamente, en las células lactotropas, cuando se dan

circunstancias especiales como la actuacion de E2.
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AROMATASA HIPOFISARIA

El colesterol es el precursor de los esteroides sexuales ademas de otras
hormonas. Los esteroides sexuales comprenden los andrégenos, los estroge-
nos y progestagenos.

Los androgenos, formados por 19 atomos de carbono y los estrogenos por
18, son necesarios totalmente para el proceso de reproduccioén de los verte-
brados. Segun Conley y Walters (1999) en ausencia de los esteroides no se po-

dria llevar a cabo el proceso reproductivo.

La aromatasa pertenece a la superfamilia de citocromos P450, concreta-
mente es el citocromo aromatasa P450; esta superfamilia esta constituida
por 74 familias y por mas de 480 miembros, estando la aromatasa dentro de
la familia 19 (Nelson y col., 1996). Interviene en la biosintesis de los estro-
genos; es la enzima responsable de la conversion de los andrdgenos (testos-
terona y androstendiona) en estrdgenos (estradiol y estrona) u hormonas que

se constituyen en el final de la ruta esteroidogénica.

La aromatasa P450 esta altamente conservada en todos los vertebrados
y especialmente en los mamiferos. El gen que codifica esta proteina es el
Cyp19 y, aunque depende del tejido y especie que se considere, la proteina
posee 490 y 525aa (Chang y col. 1997; Cruz y Canario, 2001) y un peso mo-
lecular de 55000 daltons.

La aromatasa es una oxidasa que cataliza una reaccion en la que remueve
el grupo metilo del carbono 10 de la testosterona como acido férmico; pos-
teriormente, reorganiza el anillo A hacia una estructura aromatica. La reac-

cion requiere NADPH y consume tres moles de oxigeno.
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Dentro de la célula la enzima se localiza en el reticulo endoplasmico liso.
Esta asociacion de la enzima al reticulo se ha conservado a lo largo de la evo-

lucion (Simpson y col., 1994).

En mamiferos, la aromatasa se expresa en diversos organos y tejidos, tales
como: goénadas (testiculo, ovario) cerebro, higado, tejido adiposo, placentay sis-
tema nervioso central, fundamentalmente en el hipotalamo (area preodptica me-
dial) y estructuras sexualmente dimoérficas (Simpson y col., 1994), sabiéndose
que el estrégeno sintetizado extragonadalmente actla predominantemente a

nivel local de manera paracrina o autocrina (Labrie y col., 1998).

La aromatasa presenta una distribucion neuroanatémica limitada en la
rata (Nebert y Gonzalez, 1987). Los primeros estudios realizados en disec-
ciones en fresco del cerebro, demostraron la existencia de actividad aroma-
tasa positiva en el diencéfalo y la amigdala (Naftolin y col., 1974; Selmanoff
y col., 1977; Roselli y col., 1984; Callard, 1984). Mediante microdiseccion por
puncion, los lugares de mayor actividad se detectaron en los nlcleos del sis-
tema limbico y regiones subyacentes, como el nlcleo en lecho de la estria ter-
minal, area predptica periventricular, area predptica medial, hipotalamo

ventromedial y amigdala corticomedial (Roselli y col., 1985).

También se ha descrito inmunorreactividad en algunas zonas cerebrales
donde no se habia detectado la actividad enzimatica como la banda diagonal
de Broca, el tubérculo olfativo, el nucleo reticular del talamo y la porcion
ventral del nucleo palido (para una descripcion mas exhaustiva sobre el di-

morfismo sexual y la via olfativa, ver Segovia y Guillamén, 1993).

También, la expresion inmunocitoquimica de la aromatasa se ha demos-
trado en la mayoria, aunque no en todas, las areas cerebrales (Shinoday col.,
1989b; 1990; Balthazart y col., 1991a; Sanghera y col., 1991; Tsuruo y col.,
1994; Foidart y col., 1995).
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En la rata se han descrito distintas isoformas para la Aromatasa P450,
que difieren parcialmente en la secuencia aminoacido carboxi-terminal, lo
que podria justificar algunas de las diferencias observadas por los distintos au-
tores en la localizacion del enzima, fundamentalmente en el sistema ner-

vioso central.

Al menos, en el sistema nervioso central (SNC) la respuesta de la aroma-
tasa o de la actividad de la aromatasa a la testosterona circulante no es uni-
forme, de manera que las neuronas con actividad aromatasa responden o no
a la testosterona dependiendo de su localizacion (Hutchison y col., 1991a).
Asi, in vitro, las neuronas hipotalamicas del raton presentan una actividad
aromatasa mayor en el macho que en la hembra durante el desarrollo pre y
perinatal; sin embargo, esa diferencia no existe en las neuronas de la corteza

cerebral (Beyer y col., 1993).

En el SNC, la testosterona actla uniéndose a un receptor especifico pro-
teico o receptor androgénico, desencadenando alteraciones en la expresion
génica y en las funciones neuronales (Carson-Jurica y col., 1990; Sar y col.,

1990).

La testosterona se metaboliza intracelularmente para desarrollar sus ac-
ciones bioldgicas a través de dos rutas principales (Martini, 1982; Fox y Baum,
1987). Por un lado, se transforma en 5a-dihidrotestosterona por actuacion
de la 5a-reductasa; esta 5a-dihidrotestosterona es un andrégeno aun mas po-
tente que la misma testosterona y actua a través del mismo receptor andro-

génico.

Por otro lado, en una segunda ruta, la testosterona se transforma en 17f3-
estradiol, por accion de la aromatasa P450 y los estrogenos asi constituidos

en el interior de la célula a partir de la testosterona, interacttan con el re-
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ceptor estrogénico, un sistema proteico de receptor nuclear y/o citoplas-

mico, diferente al receptor androgénico (McCarthy, 1994).

Existe una alta coincidencia entre las zonas hipotalamicas con actividad
aromatasa y la presencia de receptores androgénicos y estrogénicos, como
ocurre en el area preoptica anterior (Sar y Stumpf, 1975; Stumpf y col., 1975;
Selmanoff y col., 1977; Roselli y col., 1985), habiendo sido demostrada in-

munocitoquimicamente (Beyer y col., 1994c).

Al parecer, algunas conductas, como la sexual, dependen de la conversion
en estrogenos de la testosterona (Sachs y Meisel, 1989), siempre que se man-
tenga la actuacion de la 5a-reductasa y la produccion de 5a-dihidrotestoste-
rona (De Bold y Clemens, 1978; Steel y Hutchison, 1988; Roselli, 1991).

Esta bastante admitido que la actuacion de la aromatasa sobre el area
preoptica medial durante el desarrollo pre y postnatal precoz, conduce a una
diferenciacion sexual del hipotalamo de la rata macho y el tratamiento pre y
postnatal con inhibidores de la aromatasa, determina alteraciones importan-
tes en la conducta sexual del macho y parece inducir una tendencia hacia la
homosexualidad (Houtsmuller y col., 1994). Se establece el periodo critico
de actuacién con anterioridad al decimosegundo dia posparto (Gonzalez y
Leret, 1994).

Solo los andrégenos aromatizables estimulan la conducta sexual en la co-
pula (McDonald y col., 1970; Feder, 1971; Whalen y Luttge, 1971), que es su-
primida si se inhibe la sintesis cerebral de estrogenos o se emplean

antiestrogenos (Luttge, 1975; Beyer y col., 1976; Morali y col., 1977).

Ello conduce a afirmar que existe una importante diferencia, depen-
diente del sexo, en la actividad in vitro de la aromatasa en las neuronas hi-

potalamicas y que los androgenos influyen sobre la diferenciacion sexual de
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las neuronas hipotalamicas productoras de aromatasa en el periodo embrio-

nario.

Hallazgos muy recientes sugieren que la diferenciacion de estructuras se-
xualmente dimoérficas no sélo acontecen perinatalmente, sino que también
ocurren, sobre todo en el nicleo periventricular antero lateral del hipota-
lamo de la rata, peripuberalmente (Davis y col., 1996), confirmando hallaz-
gos anteriores en otras especies animales en los que se detecté actividad de
la aromatasa cerebral en fases sexualmente activas y dependiente de la fun-

cionalidad gonadal (Hutchisony col., 1992).

Dentro de esas areas, la predptica medial esta considerada como el pri-
mer lugar de estimulacion hormonal en la conducta copulatoria (Krey y col.,
1982; Bitran y col., 1988), aunque la amigdala corticomedial también esta
implicada en la conducta sexual de la rata macho y de otras especies (Krey y
col., 1982; McGregor y Herbert, 1992).

La inmunohistoquimica ha demostrado la presencia de aromatasa princi-
palmente en el pericarion (reticulo endoplasmico) y en los procesos gruesos

de las neuronas reactivas.

Se ha descrito la presencia de aromatasa en terminales axonales en una
gran cantidad de especies animales (Naftolin y col., 1996), confirmando la
presencia del enzima en sinaptosomas descrita anteriormente por el mismo

grupo (Balthazart y col., 1991b).

Dado que se ha descrito la formacion de neuroesteroides en las células de
estirpe glial, algunos autores han analizado el tipo celular que contenia in-
munorreaccion para la aromatasa; segun los estudios de Beyer y col. (1994b),
las células inmunorreactivas son exclusivamente de estirpe neuronal y no

glial, tanto en la corteza cerebral como en el hipotalamo, lo que coincide
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con los hallazgos obtenidos in vitro analizando la actividad enzimatica de la

aromatasa (Negri Cesi y col., 1992).

Como hemos visto anteriormente, la hipofisis sufre cambios de plastici-
dad, en determinadas circunstancias endocrinas y dependiendo del estado

endocrino general.

El estradiol es un esteroide gonadal que actlia como agente regulador
del sistema endocrino actuando sobre la hipofisis y también sobre el hipota-
lamo, de forma que ejerce un mecanismo de feed back regulador sobre al-

guna de las células adenohipofisarias.

Desde los anos 70 se sabe que el estradiol estimula la sintesis y liberacion
de prolactina, la proliferacion de las células productoras de dicha hormona e,
incluso, que puede generar prolactinomas inducidos mediante un tratamiento

cronico.

La aromatasa ha sido estudiada, como hemos visto, en diversas partes
del cerebro, incluido el hipotalamo. Sin embargo, en la hipofisis nuestro De-
partamento ha realizado estudios, demostrando que la hipofisis es un 6rgano

dimorfico sexual.

Vazquez (1997) y Carretero y col. (1998) estudiando fetos de rata, en-
contraron que ésta se manifestaba en el dia 17, incrementandose en el 18 y

19, incremento que se relacionaba con un aumento del indice mitotico.

Mas tarde, Carretero y col. (1999, 2002 y 2003) han seguido analizando
la aromatasa hipofisaria. Asi, en la rata macho adulta, un 34,40% de las cé-
lulas eran aromatasa positivas y solo un 0,84% lo eran en la rata hembra. Ana-
lizado el comportamiento desde el nacimiento hasta la edad adulta se

comprobd que a los 17 dias era patente la aromatasa, tanto en el macho como
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en la hembra, no encontrando diferencias significativas en relacion con el
sexo. Al cabo de 14 dias disminuyo en las hembras sin modificarse en el
macho. La disminucion, en las hembras, fue muy patente, tanto a los 17,
como a los 21 y 60 dias, mientras que en los machos era abundante; por Ul-

timo, a los 24 meses, la reaccion en los machos habia desaparecido.

Experimentalmente, analizados los prolactinomas inducidos por la edad,
en la rata, se comprobd que el 100% de los prolactinomas puros de una serie

de 90 prolactinomas fueron aromatasa positivos (Carretero y col., 2002).

PROLACTINOMAS

Dentro de los adenomas, los que segregan un exceso de prolactina se de-
nominan prolactinomas, siendo los mas frecuentes dentro de los adenomas hi-

pofisarios (Hardy, 1980; Ishibashi y Yamaji, 1985).

Los datos mas recientes que se poseen hablan que entre los tumores in-
tracraneales un 17% son adenomas; después de estudios con TC craneal y de
estudiar las autopsias, esta cifra se eleva a un 23% (Ezzat y col. 2004) esti-
mandose que se presentan 100 prolactinomas por cada 1.000.000 de habi-
tantes, aunque esta cifra aumenta hasta seis o siete veces para otros autores

(Ciccarelli y col., 2005).

Los prolactinomas son mas frecuentes en mujeres que en hombres (10:1)
y la incidencia de los mismos tiene un pico evidente entre los 20 y 50 anos

(Gold, 1981; Aron y Howlet, 2000).

En general, los adenomas hipofisarios se clasifican, segin la secrecion

hormonal, en «no secretores» o secretores de hormonas inactivas o que no se-
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gregan hormonas, llamados también no funcionantes y en «funcionantes»,

como son los prolactinomas, los mas comunes.

También son clasificados segun el tamano de los mismos; de forma arbi-
traria se dice que aquellos tumores pequenos, de tamano inferior a 1 cm se
denominan microadenomas, siendo los mayores de 1 cm macroadenomas
(Byrne, 2008). En el hombre tanto se dan tanto los micro como los macroa-
denomas (Sarkar, 2006).

Tanto los macroadenomas, los adenomas invasivos o los carcinomas tie-
nen una densidad de vasos superior a los que poseen los microadenomas, ade-

nomas no invasivos u otros adenomas hipofisarios. Ello puede darnos una pista

sobre un origen diferente de los microadenomas y macroadenomas (Turnery
col., 2003).

Imagen que nos muestra células de prolactina de rata a microscopia electrénica. Se aprecia
bien sus nucleos, el reticulo endopldsmico rugoso, el aparato de Golgi, algunos granos de se-
crecién, mitocondrias y cuerpos densos.
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Los macroadenomas se diagnostican bien utilizando técnicas de imagen,
mientras que los microadenomas son mas complicados, necesitando medidas
adecuadas para obtener imagenes de gran resolucion; sin embargo, mediante

técnicas bioquimicas el diagnostico es facil y sencillo.

Provocan una morbilidad acentuada debido a la invasion local que pro-
ducen, al hipopituitarismo o, lo contrario, hiperestimulacion hormonal (Asa

y Ezzat, 1998; Levy y Lightman, 2003).

El patrén de crecimiento de estos tumores puede ser, expansivo, dando
lugar a un crecimiento de la masa tumoral que, a su vez, provoca un aumento
de presion sobre el tejido normal de la hipofisis y sobre la silla turca; tam-
bién puede ser un crecimiento invasivo, rapido, alcanzando no solo el tejido
normal de la glandula sino también la duramadre y estructuras paraselares,
como el seno esfenoidal y seno cavernoso e incluso alcanzar el quiasma op-
tico y provocar alteraciones en el campo visual del paciente. Es muy raro que
alcancen la fosa posterior o la nasofaringe (Kovacs y col., 1991; Vance, 2003;

Kovacs y Horvath, 2005).

La elevacion de prolactina en sangre es una de las condiciones para ha-
blar de prolactinoma y suele ir acompanada, en la mujer, de alteraciones en
la funcion reproductiva, como amenorrea, galactorrea e, incluso, infertili-

dad (McLeod y col.1980).

La DA inhibe tonicamente la secrecion de PRL; neuronas hipotalamicas
neuroendocrinas liberan DA que alcanza las células lactotropas por los vasos
porta hipofisarios. Después de interactuar con receptores D2, la DA induce
una hiperpolarizacion de la membrana e inactivacion del voltaje de los ca-
nales de calcio, reduciendo el calcio intracelular e inhibiendo la liberacion de

prolactina.
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Ratones knockout frente al receptor D2, muestran una hiperplasia de las
células lactotropas, que mas tarde llega a transformarse en tumor (Asa y col.,

1999).

Ademas de la DA, las células hipofisarias, los adenomas hipofisarios y, por
supuesto, las células lactotropas, poseen receptores para el péptido hipota-
lamico liberador de prolactina (Hinumay col., 1998; Ozawa y col., 2002). La
expresion del receptor de este péptido es inhibido mediante el tratamiento

adecuado de los adenomas lactotropos humanos (Ozawa y col., 2002).

La prolactina realiza un feedback negativo sobre su propia secrecion, via
receptor de prolactina, tanto a nivel hipotalamico como hipofisario (Schuff y
col., 2002). Ratones deficientes en receptores a la prolactina desarrollan am-

plios prolactinomas (Schuff y col., 2002).

Los E2 son los principales responsables de la elevacion de prolactinay de
la hiperplasia de las células lactotropas producidas en la gestacion. Contra-
ceptivos orales que contienen estrogenos, no incrementan el peligro de for-
macién de prolactinomas (Wingrave y col., 1980). Sin embargo, la
administracion de estrogenos ha sido implicada en la patogénesis de prolac-

tinomas en individuos transexuales (Kovacs y col., 1994).

En animales de experimentacion un tratamiento con estrogenos causan
verdaderos adenomas en roedores (Asa y Ezzat, 2002) guardando relacion con
el incremento de varios factores implicados en la tumorogénesis hipofisaria,
como factor endotelial de crecimiento vascular. Los estrogenos inhiben la ex-
presion de los receptores de somatostatina en las células de PRL (Visser-Wis-

selaar y col., 1997).
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Los prolactinomas contienen altas concentraciones de receptores de es-
trogenos en todos los tipos de adenomas pituitarios y especialmente en los

macroprolactinomas (Stefaneanu y col., 1994).

Diversos mecanismos han sido descritos en la patogénesis de los prolac-
tinomas. Entre ellos estan la disregulacion del ciclo celular, por modificacio-
nes del gen del retinoblastoma, de las proteinas p27 y p53 y de algunas
ciclinas, que de alguna manera intervienen en los mecanismos de prolifera-

cion y apoptosis.

Es importante también la presencia de alteraciones de factores de cre-
cimiento, sus receptores y sus vias de actuacion (receptores dopaminérgicos,
serotoninérgicos y el factor de crecimiento epidermal). Cambios moleculares
pueden ocurrir en estos especificos tumores, asi como alteraciones genéticas
(Melmed, 2003; Levy y Lightman, 2003; Spada, 2005; Schheithauer y col.,
2006).

El problema de la vascularizacion es un hecho constatado en diversos tu-
mores. Se admite que la vascularizacion es menor en los tumores hipofisarios
en relacion con las hipofisis normales, cosa que no ocurre en otros tipos de
tumores, como el de préstata, mama, estobmago, donde hay un incremento de
la angiogenesis; sin embargo, concretamente en los prolactinomas, la vascu-
larizacidn es mas manifiesta que en otros tumores hipofisarios, como los ade-
nomas que producen las hormona GH o FSH (Turner y col., 2003). Dentro de
la angiogénesis podemos citar el factor vascular de crecimiento endotelial y

el factor de crecimiento de los fibroblastos.

Detalles de los factores que son analizados en nuestro trabajo seran ex-
puestos con mas detalle en el capitulo de Planteamiento (ver trabajo de Do-

nangelo y Melmed, 2008).
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Los adenomas hipofisarios son, fundamentalmente, pero no siempre, de
origen monoclonal (Clayton y Farrell, 2004) lo que sugiere defectos molecu-

lares intrinsecos en las células hipofisarias que darian origen al tumor.

Los adenomas clinicamente se tratan con agonistas dopaminérgicos y si
la respuesta es buena, los adenomas modifican su morfologia de tal manera
que los nucleos se tornan heterocromaticos y aparecen signos de involucion
en aquellas partes que estan involucradas en la secrecion hormonal (reticulo
endoplasmico rugoso, complejo de Golgi). La inmunoreactividad a la PRL dis-
minuye y tan solo aparecen algunos granos de secrecion tipicos de estas cé-
lulas. Estos cambios son, por lo general, reversibles; con tratamientos largos

pueden aparecer calcificaciones y fibrosis (LLoyd y col.1986).

En ratas, tanto machos como hembras, la elevacion durante largo tiempo
de estrégenos en suero causa hiperplasia y/o adenomas (De Incola y col.,
1978; Wicklund y col., 1981).

La hiperplasia de las células lactotropas es evidente después de la im-
plantacion de estrogenos durante dos semanas y altos niveles de p-estradiol
induce la aparicion de prolactinomas (DeNicola y col., 1978; Sarkar y col.,
1982; Sarkar y col., 1983; Shull y col., 1997).

Sin embargo, no hay evidencia de que la propia hiperplasia sea causa del
desarrollo del adenoma, pues en otras circunstancias como la gestacion y lac-
tancia, en las que se produce hiperplasia de estas células, no aumenta la in-

cidencia de prolactinomas (Coogan y col., 1995).
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Planteamiento




Al ser las hormonas quimicamente diferentes, el mecanismo celular para
su produccion, también es diferente. Los péptidos y las hormonas proteicas
o glicoproteicas, como es el caso de la prolactina (hormona proteica), son

producto de genes que codifican normalmente grandes precursores.

Los mRNAs, desde el nlcleo,

i

son trasladados a los ribosomas y ih //.5/#’
simultineamente secuenciados o ‘ J:““%/ //;r’/;;{{é}f
en el reticulo endoplasmico ru- & ’,"ff,’ ;)5’
goso, donde la secuencia sefal es : “~*”“~ " ’ 4"3?: ”?"v’/;«/'

modificada, realizandose una gli- o, . , o
Disposicion laminar del reticulo endopldsmico

cosilacion y la formacion de rugoso, aprecidndose bien las cisternas del re-
ticulo y los ribosomas adosados. Corresponde a
puentes disulfuro. El resultante  una célula de prolactina.

es una prohormona o producto in-
maduro que es trasladado al aparato de Golgi, donde se produce una Gltima

glicosilacion y una fragmentacion de la prohormona.

El aparato de Golgi es el encargado de empaquetar la prohormona en ve-
siculas que constituiran los granos de secrecion y en ellas actuaran enzimas,
prohormonas convertasas (PC1-3) para ir transformando la prohormona en
hormona, a la vez que las vesiculas son transportadas hacia la membrana ci-
toplasmica, donde liberaran a la sangre la hormona, ya producto maduro; la

liberacion tiene lugar mediante exocitosis y se hace cuando exista una sefal



de liberacion; si esta senal no se
produce las vesiculas que, a mi-
croscopia electronica se denominan
de centro denso, son almacenadas
en el citoplasma y en ellas se sigue
el proceso de fragmentacion de la
hormona y si ésta no es liberada de
la vesicula, se degrada por accion

de los lisosomas.

Cisternas del aparato de Golgi con algun grano ,
de secrecién de centro denso y una vacuola con La membrana de las vesiculas
tres formaciones densas. En torno al aparato

de Golgi se ven numerosas vesiculas. de centro denso poseen una

bomba de protones que mantiene
el pH intravesicular acido, nece-
sario para su proteolisis intravesi-
cular (Morris, 2008).

Como hemos expuesto ante-
riormente, dentro de la citologia
adenohipofisaria, esta admitido

(Benarroch y col., 2008; Morris,

2008), que un tipo celular es el de

Varios granos de secrecion abriéndose al espa- las células de prolactina o lacto-
cio intercelular correspondientes a dos células
de prolactina. tropas, la cuales segregan la hor-

Detalle de granos de secrecion irregulares en la zona central del aparato de Golgi.
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mona prolactina. Estas célu-
las son entre un 10 y un 25%
del total de la poblacion ce-
lular, proliferan en la gesta-
cion, pueden ser redondas o
irregulares, acidofilas, su
nucleo es esferoideo y con
nucleolo prominente; po-
seen bastante reticulo en-

doplasmico rugoso y un

aparato de Golgi muy desa-

, Detalle de diferentes granos de secrecion tipicos de
rrollado. Las vesiculas, que una célula de prolactina, redondeados unos, alarga-
dos e irregulares otros. Se ve un cuerpo lisosomial con
una vesicula adosada a él.

contienen la hormona PRL,
pueden ser de tres tipos,
Tipo |, de forma ovoide y de tamano entre 275-600nm; Tipo Il, esférica, de
menor tamano que las anteriores, entre 200-300nm y Tipo Il también de

forma esférica, pero ain mas pequenos, entre 100-200nm.

La hormona prolactina es un polipéptido de 199 aminoacidos y sinteti-
zado, fundamentalmente, en las células lactotropas, siguiendo los pasos an-
teriormente expuestos para toda hormona de tipo proteico. Sin embargo, hay
que decir que la PRL y otras proteinas similo-PRL han sido identificadas en
otros tejidos del organismo y, por supuesto, en varias regiones del cerebro di-
ferentes a la adenohipofisis (Ben Jonathan y col., 1996; Fuxe y col., 1997), si
bien, es la adenohipofisis la fuente principal de dicha hormona; asi, la pro-
lactina y los receptores de prolactina han sido localizados en el hipotalamo
(Shivers y col., 1989; Suzuki y col., 2005). Su secrecion esta estimulada, fun-

damentalmente, por los estrdgenos.

Los tumores hipofisarios son definidos como lesiones ocupantes de la silla
turca y, entre ellos, son los adenomas hipofisarios, localizados en las distin-

tas células de la adenohipdfisis, los tumores mas comunes en esta region (Kon-
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togeorgos, 2005). Los prolactinomas son, con mucho, los mas frecuentes entre
los adenomas pituitarios (Kovacs y Horvath, 1986; Horvath y Kovacs, 1998;
Horvath y col., 2002). Se acompanan de hiperprolactinemia, primaria o se-
cundaria, amenorrea e infertilidad en la mujer; en el hombre, la sintomato-

logia es menos clara, apareciendo una disminucion de la libido e impotencia.

La microscopia electrénica
ha puesto de manifiesto que los
prolactinomas se caracterizan por
presentar un aparato de Golgi
muy manifiesto, grandes cantida-

des de reticulo endoplasmico rugo-

so, a veces en forma de circulos

Disposicion circular de las cisternas del reticulo, concéntricos y exocitosis de las
en una célula de prolactina.
vesiculas (Kovacs y Horvath,

1986; Horvath, 1994; Asa, 1997; Horvath y Kovacs, 1998; Scheithauer y col.,
2001). Igualmente, la presencia de calcificaciones son relativamente fre-

cuentes, no asi depositos de tejido amiloide (Horvath y Kovacs, 2008).

La patogénesis de estos tumores ha sido ampliamente estudiada; sin em-
bargo, la iniciacion y progresion de los mismos no esta, ni mucho menos com-

prendida.

En relacion con el tema de nuestro trabajo, podemos decir que un dese-
quilibrio en la regulacion del ciclo celular es una de las causas, pero no la
Unica, en la patogénesis de estos tumores. También los cambios moleculares
son patentes sobre todo en los prolactinomas; asi, hay cambios en los onco-
genes de ciclinas y en los genes supresores de tumores, como el p27KIP1,
entre otros factores (Plumpton y Besser, 1969; Hurel y col., 1996; Clark y col.,

1998). En los adenomas pituitarios, su regulacion y el significado de la apop-
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tosis es ampliamente desconocido (Kontogeorgos y col., 1993; Kulig y col.,

1999; Losa y col., 2000).

Nuestro trabajo intenta aportar datos sobre la génesis de los prolactino-
mas y no es mas que una parte de los estudios que se vienen realizando en
este sentido. Nos proponemos estudiar, en una serie de prolactinomas huma-
nos y en hipofisis, también humanas consideradas como normales, los si-

guientes factores, que participan en la proliferacion o en la apoptosis.

La p27KIP1 o p27. El p27KIP1 codifica la proteina p27. La p27 es una fos-
foproteina y forma parte de los CIP o proteinas encargadas de inhibir la acti-
vidad de los complejos cdk-ciclinas. La p27 es activa en los dos primeros
puntos de control del ciclo, interviniendo en el desarrollo de las fases G1 a S

y ayuda a retirar a la célula del ciclo celular, pasandola a GO.

Pertenece a las moléculas que impiden la proliferacion celular; en gene-
ral, los genes que codifican estas proteinas se les denomina genes supresores

de tumores.

La progresion en la fase G1 y la transicion G1 a S, dependen de la acti-
vacion secuencial de los complejos cdk 4/6-ciclina D y cdk2-ciclina E, provo-
cando la inactivacion (fosforilizacion) de la proteina del retinoblastoma (pRB)
y liberando el factor de transcripcion que se bloquea por la uniéon a la pRB

(factor E2f) e impide la activacion de los complejos cdk-ciclinas.

Un desequilibrio entre p27 y las ciclinas esta presente en los adenomas
hipofisarios y la interrupcion del punto de control entre G1 y S favorece el
desenfreno progresivo del ciclo y la proliferacion (Donangelo y Melmed,

2008).
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Al inhibir la cdk, una menor expresion de p27 significara una mayor pro-
liferacion y una mayor expresion de p27 conducira a una disminucién de la

proliferacion (Andrés y Diez-Juan, 2002).

Proteina Bcl-2

La familia de proteinas Bcl-2 regula varios pasos de la apoptosis; incluye
miembros proapoptoticos y antiapoptoticos. Las proteinas antiapoptoticas con-
tienen 4 dominios Bcl-2 homoélogos y entre ellas se encuentran las proteinas
Bcl-2, Bcl-xL y McL-1. Entre los miembros proapoptoticos se encuentran dos
subgrupos; uno con dominios BH1, BH2, BH y otro, con numerosos dominios
BH3 (Adams y Cory, 1998). Para una revision mas amplia ver Bouchier-Hayes y
col (2005) Asi pues, la proteina Bcl-2 es un miembro antiapoptotico, que blo-

quea la muerte celular por apoptosis (Reed, 1994; Yang y Korsmeyer, 1996).

La proteina Bcl-2 es una
proteina de 24-26 KDa loca-
lizada principalmente en la
membrana externa de la mi-
tocondria (Kapranos y Kon-

togeorgos, 2000) y también

en la del nucleo y reticulo

Mitocondrias alargadas en una célula de prolactina.

endoplasmico rugoso. Actua
entre etapas 1y 2 de la apoptosis (Huppertz y col., 1999) y contribuye a la
progresion de los tumores, inhibiendo la apoptosis (Korsmeyer, 1992) y la su-

pervivencia celular en muchos casos (Kostic y col., 1997).

La Bcl-2 no incrementa la proliferacion celular (Sambaziotis y col., 2004)
y ha sido observada en numerosos tejidos, entre ellos, el sistema nervioso

central (Lichnovsky y col., 1999).



Antigeno nuclear de proliferacion celular o PCNA. El antigeno nuclear
de proliferacion celular es un marcador de proliferacion. La seial de PCNA se
incrementa en fase G1 del ciclo celular, alcanza un maximo en fase Sy es

muy baja en fase G2/M.

Este antigeno fue purificado y después de obtener su anticuerpo especi-
fico se empezo a estudiar para ver la proliferacion nuclear. Es un polipéptido
intranuclear de 36 KDa (Takasaki y col., 1984a; Ogata y col., 1985) cuya ex-
presion (Miyachi y col., 1978) y sintesis (Celis y Bravo, 1984) esta unido a la

proliferacion nuclear.

La proliferacion ha sido estudiada por Gratzner (1982) que introdujo la
bromodeoxyuridina (BrdU) para detectar células en fase S de su ciclo celular.
Sin embargo, la deteccion del marcador PCNA es mas amplia, abarca mas
fases del ciclo, que la que corresponde a la BrDU. La comprobacion del mar-
cador PCNA se considera como una buena herramienta para la deteccion de

la proliferacion celular humana (Kurki y col., 1988).

En estos estudios de la hipofisis también ha sido utilizado el antigeno nu-
clear de proliferacion celular por Taniguchi y col. (2001) siendo éste el pro-

cedimiento utilizado por nosotros.

Caspasa 3 activa. Las caspasas son un grupo de cystein-proteasas (Thorn-
berry y Lazebnik, 1998: Alnemri y col. 1996) esenciales en el proceso de
muerte celular programada o apoptosis en numerosas especies (Kumar y
Lavin, 1996; Nicholson y Tornberry, 1997). La apoptosis ha sido demostrada
como un proceso importante en la oncogénesis hipofisaria (Green y col., 1997;
Kulig y col., 1999; Ozer y col., 2003; Sambaziotis y col., 2004; Kontogeorgos,
2005, 2006).
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Las caspasas son proteasas relacionadas con la apoptosis, pues rompen
determinados sustratos que intervienen, de manera importante, en los me-
canismos de la muerte celular (Martin y Green, 1995), pudiendo participar,
bien estimulando receptores que provoquen la muerte o bien a través de la
permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria (Newmeyer y
Ferguson-Miller, 2003).

Las diferentes caspasas estan agrupadas en tres subfamilias; la subfami-
lia 1 agrupa las caspasas que intervienen en procesos inflamatorios; el grupo
Il son aquellas que intervienen en procesos apoptoticos y el grupo lll lo inte-
gran las llamadas caspasas inductoras. La caspasa 3 pertenece al grupo Il, a

la subfamilia similo- CPP32.

La caspasa 3 activa degrada gran niUmero de proteinas citoplasmicas y
nucleares. Su forma no activa se encuentra en las mitocondrias y en el cito-
plasma, mientras que la forma activa se encuentra en el citoplasma y en el

nucleo (Mancini y col., 1998; Samali y col., 1998; Lavrik y col., 2005).

Al poder ser valorada mediante métodos inmunohistoquimicos, es un mar-

cador que puede ser util en el estudio de la apoptosis.

HIPOTESIS DEL TRABAJO

Sobre los adenomas hipofisarios y, concretamente, sobre los prolactino-
mas, no existen muchos trabajos que analicen los factores implicados en su

génesis y que pueden estar modificados.

Pues:

— No se sabe y so6lo hay sospechas fundadas de varios factores que pue-
den intervenir en su génesis y que particularmente estén implicados en

la proliferacion y apoptosis.

52



— Existen pocos estudios que analicen el comportamiento de los factores
antes citados en los prolactinomas humanos y pocos mas en los pro-

lactinomas experimentales.

— La aromatizacion en la hipofisis es un hecho ya demostrado, al igual
que lo es en los prolactinomas; el papel de los estrégenos también es
un hecho que puede intervenir en la génesis de estos tumores, pero no
esta claro la correlacion de los diversos factores con la presencia de

aromatasa.

— No se conoce el comportamiento de estos y otros factores en el proceso
expansivo y posible malignizacion de los prolactinomas y aunque con-
siderados como tumores benignos, su morbilidad es grande y su posi-

ble transformacion en carcinomas, la mortalidad puede aparecer.

Teniendo en cuenta todo ello, nuestra hipotesis de trabajo queda plan-

teada en los términos siguientes:

Por no ser conocido la influencia de la proliferacion y apoptosis en los pro-
lactinomas humanos y, menos aun, una correlacion entre diversos factores y la

aromatas P450, planteamos esta hipdtesis con los objetivos siguientes:

OBJETIVOS

Después de lo expuesto, la génesis de los prolactinomas, no esta, ni
mucho menos, clara; por ello, uno de los objetivos de investigacion de nues-
tro Departamento es el analisis de factores que pueden estar patentes en una
serie de prolactinomas humanos. Asi, en la Tesis Doctoral de Hernandez (2009)
se analizé el comportamiento del receptor estrogénico a, el coactivador de
dicho receptor AIB-1 y la proteina antitumoral p53, todo correlacionandolo

con la presencia de Aromatasa P450 en dichos adenomas.
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Como objetivo particular de nuestro trabajo pretendemos profundizar en
el estudio de esta serie de adenomas analizando la proliferacion celular en los
mismos, la proteina p27 como inhibidora del ciclo celular y por tanto como
factor antiproliferativo y se pretende igualmente en este estudio analizar el
estado de apoptosis comprobando el comportamiento de la proteina consi-
derada antiapoptotica, Bcl-2, ademas de comprobar el comportamiento de la
Caspasa 3 activa y analizar asi el estado apoptético de los adenomas y todo
ello, también correlacionandolo con la Aromatasa P450, enzima responsable

de la aromatizacion local de testosterona en estradiol.

DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se realiza en una serie de 87 adenomas hipofisarios humanos
que fueron caracterizados mediante la historia clinica del paciente y la com-

probacion de hiperprolactinémia, con niveles superiores a 300 ng/mL.

Se intenta dar respuesta a la correlacion de la expresion del enzima aro-

matasa P450, con la proliferacion y apoptosis, en prolactinomas humanos.

Para el estudio de la proliferacion celular hemos utilizado el antigeno de
proliferacion nuclear (PCNA) demostrado inmunocitoquimicamente, asi como
la demostracion inmunocitoquimica de la proteina p27. Para el estudio de la
apoptosis se ha utilizado el analisis inmunocitoquimico de la caspasa 3 ac-
tiva, asi como la demostracion, también inmunocitoquimica, de otro factor
importante en el ciclo celular y apoptosis, como es la proteina Bcl-2 y todo
ello en una serie de prolactinomas humanos comparados con una pequena
serie de hipofisis humanas, sin adenoma, que hemos considerado como con-

troles.
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Material y métodos




OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras utilizadas en el presente estudio, proceden del banco de
muestras del Servicio de Anatomia Patoldgica, obtenidas de la extirpacion
quirurgica de los tumores en el Servicio de Neurocirugia (Unidad Virgen de la
Vega del Hospital de Salamanca) entre los anos 1991 y 2002. Las citadas mues-
tras, objeto del estudio, se obtuvieron previo consentimiento informado de

los pacientes.

Para realizar este estudio, se utilizaron una serie de 87 adenomas huma-
nos no inducidos por tratamientos previos; éstos se diagnosticaron anterior-
mente segun criterios clinicos y 10 hipdfisis humanas no tumorales,
procedentes de autopsias clinicas, de personas sin antecedentes clinicos en-
docrinoldgicos previos y de caracteristicas de edad y sexo semejantes a los

pacientes con tumores.

Las muestras tumorales se obtuvieron de hipofisectomias neuroquirirgi-
cas regladas mediante aspiracion, lo que justifica la no existencia de bordes

bien delimitados en las muestras procesadas.

Por datos de laboratorio se constato, in vivo, la existencia de hiperpro-
lactinemia, en torno o superior a 300 ng/ml en el 55% de todos ellos. Los ni-

veles de prolactina se determinaron mediante ELISA, empleando Kits de



Bioserv Diagnostic, por lo que estaban ya etiquetados, antes de la exéresis,
como prolactinomas, dato que después se comprobaria mediante inmunoci-

toquimia, siendo positivos a PRL.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Tras su obtencion, las muestras fueron fijadas por inmersién en parafor-
maldehido al 4% en tampdn fosfato (PBS: 0.1M, pH 7.4) durante 24 horas a 4° C

para su posterior inclusion en parafina.

INCLUSION EN PARAFINA

La inclusion consiste en reemplazar el agua que contiene el tejido, por
un medio liquido capaz de solidificarse, de tal manera que la muestra ad-
quiera una consistencia adecuada para poder obtener cortes de la misma su-
ficientemente finos y sin fragmentarse, manteniendo la estructura de los

distintos elementos.

Para realizar este proceso, procedemos, en primer lugar, a la deshidrata-
cion de la muestra, pasando las muestras por etanol de diferente gradacion
progresivamente ascendente. A continuacion se hicieron tres pases por xileno
para realizar el denominado aclaramiento o desalcoholizacion, de esta ma-
nera se sustituye el etanol
utilizado para la deshidrata-
cion, por una sustancia li-
quida, en la que el medio de
inclusién pueda mas tarde
penetrar de manera homo-

génea en el tejido.
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El medio de inclusion utili-
zado fue la parafina, se pasaron
las muestras por diferentes para-
finas fundidas, para finalmente
confeccionar el bloque de para-

fina mediante moldes.

Una vez realizado el bloque

de parafina, se obtuvieron cortes

seriados de 5 micras de grosor con
un microtomo de rotacion tipo
Minot, estos cortes se colocaron sobre portaobjetos tratados con gelatina al

alumbre de cromo sobre una placa a 37° C para el estiramiento de los cortes.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Previamente debemos desparafinizar y rehidratar las muestras, para ello

se realizan pases sucesivos de xileno y etanol a concentraciones decrecientes:

Xileno 3x5 minutos

Etanol 100° -xileno  1x5 minutos

Etanol 100° 1x5 minutos
Etanol 96° 1x5 minutos
Etanol 70° 1x5 minutos
Agua destilada 1x5 minutos
INMUNOCITOQUIMICA

Los estudios inmunocitoquimicos se han realizado empleando métodos
enzimaticos de marcaje simple con Biotina-Estreptoavidina-Peroxidasa que

se revelo con 3-3’ diaminobencidina (Sigma).
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Esta técnica se ha empleado para demostrar en los prolactinomas huma-

nos, la presencia de: aromatasa, hormona prolactina, antigeno nuclear de

proliferacion nuclear, caspasa 3 activa, proteina Bcl-2 y proteina p27.

ANTICUERPOS EMPLEADOS

Se han empleado los siguientes anticuerpos:

Suero anti-Aromatasa P450 humana (Rb-SG 1230) policlonal, obtenido en
conejo, diluido 1:500 en TBS.

Suero Ig G anti-Prolactina humana, policlonal obtenido en conejo (Dako,
diluido 1:900 en TBS).

Suero Ig G anti-PCNA, monoclonal obtenido en raton (Dako, diluido
1:2500 en TBS).

Suero Ig G anti-Caspasa 3 activa, monoclonal obtenido en conejo (BD
Pharmingen, diluido 1:500 en TBS).

Suero Ig G anti-Bcl-2, monoclonal obtenido en raton (Boehringer Mann-
heim) diluido 1:300 en TBS.

Suero Ig G anti-p27, monoclonal obtenido en ratén, gentilmente cedido

por el Doctor Jaime Font de Mora, diluido 1:850 en TBS.

El suero anti-Aromatasa humana es un suero policlonal obtenido mediante

dos semanas de inmunizacion segun el protocolo de Sigma GenoSys ®. Para la

inmunizacion se empleo la secuencia peptidica NMLEMIFTPRNSDRCLEH, aco-

plado a la proteina transportadora KLH/MBS.

La secuencia se corresponde con los residuos 486-503 de la aromatasa P-

450 humana (Chen y col., 1986; Harada 1988) PubMed accesion number:

P11511; EC number: 1.14.14.1. Para mas detalles, ver Tesis Doctoral de Her-
nandez (2009).
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PROCESADO INMUNOCITOQUIMICO

Ha sido idéntico para todas las sustancias, modificando el anticuerpo que,
como hemos visto, es especifico para cada una de ellas.

Una vez hidratadas las muestras, se incubaron con el anticuerpo prima-

rio durante 18 horas en camaras de humedad a 4° C.

Pasado este tiempo, se realizaron dos lavados de 5 minutos en TBS, para
la eliminacion de anticuerpos no unidos a antigenos.

Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado, durante 45 minutos a
temperatura ambiente. En el caso de que el anticuerpo primario fuera mo-
noclonal (PCNA) se empled Ig G anti-IgG de raton (Caltag, diluido 1:250 en
TBS), para los casos en que el anticuerpo primario fue policlonal (Aromatasa,
Prolactina, Bcl-2, Caspasa 3 activa y p27), el anticuerpo empleado fue Ig G
anti-lg G de conejo (Caltag, diluido 1:150 en TBS).

Dos lavados en TBS de 5 minutos cada uno.

Incubacion con el complejo estreptoavidina-peroxidasa durante 45 mi-

nutos a temperatura ambiente.
Dos lavados en TBS de 5 minutos cada uno.

Revelado de la reaccion empleando H202 como sustrato para la peroxi-
dasa y 3-3 diaminobencidina (Sigma) utilizado como cromogeno, obtenién-
dose una coloracion marron donde
se localizaba el antigeno a detectar.
Esta reaccion se desarrollo a tempe-
ratura ambiente, bajo control mi-
croscopico. La reaccidén se paro
retirando el cromdgeno mediante
inmersion de los portas en agua des-
tilada.
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Las muestras se sumergieron en hematoxilina acida de Mayer, durante 20
segundos, se lavaron con agua destilada y se montaron con Aquatex (Merck ®),

con cubres de vidrio.

CLASIFICACION DE LOS TUMORES

Los tumores se clasificaron en base al an-
tigeno al que fueron positivos, dependiendo

del marcador analizado.

En el caso de las células reactivas a hor-
monas, solo los tumores que mostraron una
densidad de células reactivas mayor, al menos
en un 35%, que los porcentajes establecidos
para el tejido hipofisario no tumoral fueron

considerados positivos.

TRATAMIENTO DE LOS TEXTOS Y FIGURAS. EDICION FINAL

Las micrografias fueron digitalizadas empleando una camara digital Nikon ®,
acoplada a un microscopio Nikon labophot Il, conectada directamente a un or-
denador tipo PC Pentium IV® y capturadas y digitalizadas mediante la aplicacién
Act-2U, v1.60 de Nikon ® , para Windows XP, las imagenes obtenidas se homo-

geneizaron con la aplicacion Adobe CS3 ®, a una resolucion final 4000 ppp.

El procesado de los textos, los graficos y la edicion final se realizo6 con el
programa Microsoft Word (Office XP, para Windows XP), empleando el orde-

nador antes mencionado.

La impresion se ha realizado con una impresora laser color OKI C5600®.
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Resultados




Nuestro trabajo esta basado en la exposicion de los resultados obtenidos

de acuerdo con el orden siguiente:

1. Hemos estudiado nuestra serie de adenomas hipofisarios considerando

aquellos que correspondian a Prolactinomas

2. En los adenomas de la serie y, por supuesto, en los prolactinomas, se

analizé en comportamiento de la aromatasa

3. A continuacion se expone el analisis de la proliferacion celular me-

diante el marcaje con PCNA

4. Se analizan proteinas reguladoras del ciclo celular con el marcaje de

la proteina p27
5. Estudio de la apoptosis mediante el marcaje de la caspasa 3 activa
6. Estudio de la apoptosis mediante el marcaje de la proteina Bcl-2

7. Correlacion entre los distintos marcadores, en los prolactinomas hu-

manos de la serie:

Correlacion PCNAy p27
Correlacion PCNA y caspasa 3
Correlacion PCNAy Bcl-2
Correlacion caspasa 3 y p27

Correlacion caspasa 3 y Bcl-2



PROLACTINOMAS HUMANOS

De los 87 adenomas hipofisarios humanos estudiados, el 55% fueron pro-
lactinomas diagnosticados por presentar una hiperprolactinemia superior a
300 ng/ml, antes de la exéresis quirlrgica, y mediante marcaje inmunocito-

quimico, posteriormente a la exéresis.
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Como puede apreciarse en las dos imagenes de la pagina siguiente, los
prolactinomas se caracterizaron por presentar una fuerte reaccion inmuno-
citoquimica a prolactina, localizada en el citoplasma celular afectando a la

casi totalidad de las células glandulares.
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PROLACTINOMAS Y AROMATASA P450

Como puede apreciarse en las imagenes adjuntas, las células positivas a
la aromatasa aparecieron distribuidas por toda la superficie del tumor vy, al
igual que ocurrié con los tumores positivos a prolactina, se encontraron tu-
mores positivos a la aromatasa con caracteristicas histopatologicas diversas:

tumores solidos o hemorragicos, con o sin alteraciones nucleares.
Mediante inmunocitoquimica se comprobd que el 80% de los adenomas hi-

pofisarios fueron tumores aromatasa-positivos. Ademas, el 100% de los pro-

lactinomas fueron positivos a la aromatasa.
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PROLIFERACION CECULAR. MARCAJE CON PCNA

Como se ha descrito en capitulos anterio-
res, la proliferacion celular se ha estudiado me-
diante el marcaje inmunocitoquimico de los
nucleos celulares para el antigeno nuclear de

proliferacion celular, PCNA.
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Tal y como puede apreciarse en la grafica superior, el 70% de los adeno-
mas hipofisarios humanos estudiados presentaron un indice de marcaje para

PCNA muy superior al observado en las hipofisis no tumorales.

El indice de marcaje a PCNA fue aln superior en los prolactinomas que

en el resto de los adenomas, ya que al considerar exclusivamente los prolac-
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tinomas, el 81% de ellos presentaron un indice superior al que se observa en

hipofisis no tumorales.

Las imagenes de la pagina adjunta muestran la positividad a PCNA en al-
gunos de los prolactinomas estudiados, aunque el indice de células marcadas
varié de unos prolactinomas a otros, siempre fue muy superior al 3% de las cé-
lulas glandulares, limite superior, aceptado como normal para hipofisis no tu-

morales.
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PROTEINAS REGULADORAS DEL CICLO CELULAR. MARCAJE DE LA PROTEINA
P27

El marcaje inmunocitoquimico para p27 dio positividad en un 92.73% de
los prolactinomas, pero el patron de marcaje, entendiendo éste como loca-
lizacion intracelular del deposito reactivo, fue diferente de unos tumores a

otros.

EL 85% de los tumores reactivos a p27 presentaron reaccion citoplasmica,
el 10% presentaron reaccion nuclear y citoplasmica y el 5% presento solo re-

accion nuclear.
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APOPTOSIS. MARCAJE CON CASPASA 3 ACTIVA

En nuestra serie de tumores, muy pocos fueron caspasa 3 activa positi-
vos, tan solo el 12% de los adenomas y el porcentaje fue ain menor al anali-
zar los prolactinomas, pues solo el 7% de estos tumores se marcaron para la

caspasa.

15

Caspasa 3 activa

@ Adenomas @ Prolactinomas

Como se aprecia en las fotografias siguientes, la mayoria de los porlacti-

nomas fueron negativos para la caspasa 3 activa.

Uno de los tumores presento6 una fuerte reaccion citoplasmica, aunque no
afectaba por igual a todas las células del adenoma (imagen inferior derecha,

pagina siguiente).

El resto de los tumores positivos a la caspasa, presentaron reaccion ci-

toplasmica mas débil (resto de imagenes).
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APOPTOSIS. MARCAJE PARA Bcl-2

En la serie de prolactinomas de nuestro estudio, el 75% de los tumores

fueron positivos para la proteina antiapoptotica Bcl-2.
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La densidad celular positiva dentro de los distintos tumores fue variable.
Algunos presentaron en torno a un 50% de sus células positivas a Bcl-2 (ima-
gen superior izquierda); en otros, la practica totalidad de las células apare-
cian positivas (imagenes superior derecha e inferior izquierda); mientras que
en otros habia células positivas aisladas y escasas o bien con una localizacion

intracelular caracteristica (imagen inferior derecha).
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CORRELACION ENTRE LOS DISTINTOS MARCADORES, EN LOS PROLACTINOMAS
HUMANOS

Correlacion PCNA-p27

Como puede obser- 100

varse en la grafica, den- £ 90 -
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tro de los prolactinomas
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de tumores positivos a
p27 que a PCNA.

Porcentaje de Prolactinomas posit
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Sin embargo, la lo- 0 - .
calizacion intracelular de B PCNA @ p27 nuclear
., M p27 citoplasmico Bl p27 nuclear y citoplasmico
la reaccion demuestra H p27 nuclear

que existe una buena co-
rrelacion entre la localizacion exclusivamente citoplasmica de p27 con el
marcaje a PCNA. Ningun tumor con localizacion intranuclear exclusiva de p27

fue positivo a PCNA.
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Correlacion PCNA-Bcl-2
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Por otro lado, ninglin tumor positivo a
la caspasa fue positivo a Bcl-2, o dicho de otra manera, todos los tumores

positivos a caspasa 3 activa eran negativos para Bcl-2.
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Discusion




Los tumores hipofisarios pueden ser, adenomas y carcinomas. Es cierto
que los adenomas son tumores benignos y los carcinomas presentan maligni-
dad y no se sabe si alguno de los adenomas poseen potencial para llegar a ser

carcinomas.

Aunque nuestro trabajo esta basado en adenomas y sobre ellos centra-
remos la discusion, no se puede obviar una posible transformacion a carcino-
mas, que incrementaria, aun mas, la importancia del conocimiento de la

génesis de los adenomas.

Segun Asa y Ezzat (1998) y Kovacs y col. (2001) y teniendo en cuenta las
caracteristicas morfologicas y secretoras de la adenohipdfisis, se diferencian
los siguientes tipos de adenomas, por orden de frecuencia: Prolactinomas (si
hay exceso de secrecion de hormona prolactina) GHomas o somatotrofinomas
(exceso de secrecion de hormona GH, unido normalmente a la enfermedad de
acromegalia o gigantismo) ACTHomas (unido a la secrecion de hormona ACTH
en enfermedad de Cushing 's) adenomas no funcionantes (o adenomas que no
presentan exceso de secrecion de ninguna hormona, ni signos endocrinologi-
cos) y los menos frecuentes, los adenomas que secretan bien TSH, bien go-
nadotropinas o bien aquellos que secretan mas de una hormona. Sin embargo,
hemos de decir que los adenomas pituitarios pueden ser muy heterogéneos y

con dificultad de tipaje en muchos casos (Kovacs y col., 2001).



La secrecion de una determinada hormona por una célula adenohipofisa-
ria, es debida a la existencia de receptores en cada tipo de células maduras
de la glandula, que responden a estimulos provocados por hormonas hipota-
lamicas (hypothalamic-releasing hormones) y neurotransmisores especificos

de cada célula y responsables de la secrecion hormonal.

En la clasificacion de los adenomas antes expuesta, también se ha de
tener en cuenta, la llamada secrecion paradéjica (Cantalamessa y col., 1976;
De Marinis y col, 1990). La secrecion paradojica es aquella que se produce
cuando una célula adenohipofisaria determinada responde a una hormona hi-
potalamica que no es la especifica de dicha célula; ello es debido a que la
adenohipofisis contiene, ademas, algunas células multifuncionales de secre-
cion no ortodoxa y que elaboran dos hormonas adenohipofisarias (células po-
lihormonales) y que responden a varios hormonas hipotalamicas liberadoras
(células de multiple respuesta) y este tipo celular puede estar involucrado
en la secrecion paradojica y ademas, en la llamada «transdiferenciacion» o
cambio en el fenotipo celular de estas células, sin que exista division celular
(Losa y col., 1985; Cordido y col., 1994; Amsterdam y col., 1982; Fischer y
col., 1992; Villalobos y col., 2004).

Aunque los adenomas se consideran benignos, son causa de una morbili-
dad importante debido a la invasion local que producen, al hipopituitarismo
o, lo contrario, a la hiperestimulacién hormonal (Asa y Ezzat, 1998; Kaltsas y
Grossman, 1998; Levy y Lightman, 2003; Ragel y Coldwell, 2004; Horvath y Ko-
vacs, 2008).

La iniciacion, desarrollo y progresion de los adenomas y su posible paso

a carcinomas hipofisarios, no es muy conocida (Donangelo y Melmed, 2008).

Como ha quedado expuesto anteriormente, los tumores hipofisarios, fun-

damentalmente los adenomas, constituyen entre el 10 y el 15% de todos los
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tumores intracraneales (Ishibashi y Yamaji, 1985; Ardi, 1980; Sarkar, 2006).
Los prolactinomas son los adenomas mas frecuentes y son considerados como
tumores monoclonales, que afectan a una sola estirpe celular de la hipdfisis,
las células de prolactina (Prezant y Melmed, 2002; Clayton y Farrel, 2004) lo
que implicaria que pueden existir factores moleculares intrinsecos en las cé-

lulas de prolactina que darian origen al tumor.

Los factores que pueden dar lugar a la génesis de los adenomas en gene-

ral y de los prolactinomas en particular son multiples.

Se sabe que, en general, el envejecimiento es causa de la aparicion de
adenomas; se ha comprobado en ratas viejas, aunque dependiendo de la cepa
estudiada, la existencia de adenomas hipofisarios espontaneos en ratas ma-
duras, la mayoria prolactinomas, entre un 10 y un 86% (Sarkar y col., 1983).
En nuestro laboratorio hemos encontrado un porcentaje alto de adenomas es-

pontaneos en ratas viejas, siendo la mayoria prolactinomas (Carretero, 2002).

Los E2 han sido muy estudiados como causa de induccion de tumores hi-
pofisarios productores de prolactina (Sadoul y col., 1992). En ratas de ambos
sexos, elevados niveles de E2 en suero y durante largos periodos de tiempo,

causan hiperplasia y/o adenomas (DeNicola y col., 1978. Wicklund y col., 1981).

En humanos transexuales, que recibieron fuertes dosis de estrogenos,
aparecieron prolactinomas (Gooren y col., 1988) y existen evidencias claras
de un crecimiento, tanto de micro como de de macroprolactinomas, durante

la terapia con estrogenos (Garcia y Kapcala, 1995).

Mujeres que tomaron contraceptivos orales mostraron niveles altos de
PRL (Carol y col., 1988) y aquellas que tomaron estrogenos para el trata-
miento de irregularidades en la menstruacion, la incidencia de prolactino-

mas fue de 7 a 8 veces mas alta (Shy y col., 1983). Estos datos sugieren que
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algunas mujeres son mas sensibles a los efectos lactogénicos de los estroge-
nos exogenos y pueden tener mas riesgo del desarrollo de prolactinomas (Lu-

ciano y col., 1985) lo que sugiere una base génica predeterminante.

Las células de secrecion paradoéjica debido a la transdiferenciacion, como
antes apuntabamos, pudieran ser un factor de iniciacion de los adenomas hi-

pofisarios (Senovilla y col., 2004).

Otro factor a tener en cuenta, es una mas de las causas que se senalan,
en la génesis de los adenomas, es la angiogénesis (Melmed, 2003; Levy y Light-
man, 2003; Scheithauer y col., 2006). Es cierto que la vascularizacion es
menor en los tumores hipofisarios en relacion con las hipofisis normales, cosa
que no ocurre en otros tipos de tumores, como el de prostata, mama, esto-
mago, donde hay un incremento de la angiogénesis; sin embargo, la vascula-
rizacion en los adenomas que segregan PRL es mas manifiesta que en otros
tumores hipofisarios, como los adenomas que producen las hormona GH o FSH

(Turner y col., 2003).

Un posible paso de adenomas a carcinomas no es descartado en su glo-
balidad. Si hablamos de la génesis de los carcinomas pituitarios se considero
que los medios terapéuticos empleados para extirpar los adenomas hipofisa-
rios, tales como la hipofisectomia transfrontal o transesfenoidal o la radio-
terapia, era la causa de dichos tumores; sin embargo, no hay ninguna
evidencia que demuestre este punta de vista (Kaltsas y Grossman, 1998; Ragel
y Couldwell, 2004; Taylor y col., 1994; Brada y col., 1992).

Una presentacion de los carcinomas sin ningin antecedente previo no
puede excluirse (Nose-Alberti y col., 1998; Roncaroli y col. 2003); la trans-
formacion de los macroadenomas en carcinomas necesita un largo tiempo de
evolucion (Wilson, 1982; Mountcastle y col.1989; Pernicone y col., 1997; Kalt-

sas y Grossman, 1998; LLoyd y col. 2004) con la consecuente aparicion de
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modificaciones genéticas (Mountcastle y col., 1989; Kaltsas y Grossman, 1998;
Ragel y Couldwell, 2004), sabiéndose que en el primitivo estado proliferativo
aparezcan mutaciones monoclonales o policlonares y alteraciones de onco-
genes, asi como de genes supresores de tumores (Kaltsas y Grossman, 1998;

Zahedi y col., 2001; Asa y Ezzat, 2002).

Las alteraciones genéticas estan involucradas en la génesis y progresion
de los prolactinomas, incluyendo la pérdida de genes supresores de tumores,
la sobreexpresion de oncogenes y la expresion anormal de proteinas y molé-

culas intrinsecas, que mantienen la estabilidad de los cromosomas.

En el trabajo que presentamos hemos realizado, con el objeto de poder
anadir algun dato nuevo en el conocimiento de la génesis de los prolactino-
mas, un estudio del comportamiento de diversos factores que intervienen en
la proliferacion y apoptosis, posiblemente implicados en la génesis de los pro-
lactinomas humanos, relacionandolos entre siy con la expresion de la enzima

aromatasa P450.

Hemos analizado el comportamiento de la Aromatasa en los prolactino-
mas de nuestra serie; después, para el estudio de la proliferacion se ha ca-
racterizado el marcador PCNA o antigeno nuclear de proliferacion celular y
uno de los factores moleculares que interviene en el ciclo celular, la proteina
p27, gen supresor de tumores implicado en el desarrollo de los adenomas pi-

tuitarios (Gaffey y col., 2002; Jin, 2003).

Para el estudio de la apoptosis, se ha empleado el marcador apoptotico
caspasa 3 activa, asi como el analisis de la proteina Bcl-2, considerada como
antiapoptotica y que al parecer participa en el desarrollo de los carcinomas

pituitarios (Suhardja y col., 2001; Asa y Ezzat, 2002; Turner y col., 2003).
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Todos los estudios se hicieron utilizando la técnica inmunocitoquimica,

como quedd expuesto en el capitulo de Material y Métodos.

El estudio que presentamos es una parte de otro mas amplio desarrollado
dentro de nuestro Departamento, por supuesto con el mismo objetivo, el es-
tudio de la génesis de los prolactinomas humanos; comprende el estudio,
entre otros factores, de la expresion de la proteina P53, gen supresor de tu-
mores que esta mutado en la mitad de los canceres humanos (Hollstein y col.,
1994) y entre ellos en los carcinomas pituitarios, los adenomas invasivos, aun-
que no en los adenomas benignos (Hollstein y col., 1994; Pernicone y col.,
1997; Gaffey y col., 2002) y se incide mucho mas sobre la presencia de aro-
matasa en los prolactinomas, al ser demostrada mediante hibridacion in situ,

ademas de otros factores (Hernandez, 2009).

Lo primero que se realizd fue la caracterizacion de los prolactinomas de

nuestra serie de adenomas, mediante inmunicitoquimica.

La mayor parte de los adenomas de nuestra serie fueron caracteri-
zados como prolactinomas.

En efecto, dentro de una serie de 87 adenomas y mediante la demostra-
cion inmunocitoquimica de PRL, se demostro que el 55% de ellos (48 tumores)
fueron PRL positivos. Previamente, los pacientes habian sido diagnosticados
de prolactinoma por sus cifras elevadas de PRL (por encima de 300ng/ml) y
los datos clinicos, galactorrea y amenorrea en el caso de las mujeres. El dato
concuerda con los hallazgos de otros autores, como ha quedado expuesto y

documentado a lo largo de este trabajo.

El segundo punto analizado se refiere a la presencia de aromatasa en sus

células y hemos de decir que:
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Todos los prolactinomas estudiados fueron aromatasa positivos. Los
48 prolactinomas de nuestra serie, presentaron reaccion positiva a la
aromatasa, es decir, el 100% de los tumores fueron aromatasa positivos.

Como se ha expuesto en el capitulo de Introduccion, existe una clara re-
lacion entre aromatasa, testosterona y estrogenos; la actividad de la aroma-
tasa es dependiente de la testosterona lo que conlleva una produccion de
estrogenos. La testosterona actla sobre receptores androgénicos (Steimer y
Hutchison, 1981; Roselli y col., 1984, 1987; Hutchison y col., 1991b) e induce
un aumento de la actividad de la aromatasa conjuntamente con el incremento
del niUmero de neuronas hipotalamicas inmunorreactivas al enzima (Dessi-
Fulgheri y Lupo, 1982; Hutchison y col., 1995); sin embargo, se ha descrito
que la actividad de la aromatasa no se correlaciona completamente con los

niveles de testosterona circulante.

Se ha dicho que, dentro del cerebro de los primates, existen dos tipos de
neuronas con receptores estrogénicos y en las que la testosterona se con-
vierte en estradiol por accion de la aromatasa. Un tipo neuronal lo constitu-
yen neuronas que captan el estradiol circulante y el otro estaria formado por
neuronas que se unen al estradiol producido localmente por la aromatizacion

(Michael y col., 1987; 1989; Clancy y Michael, 1994).

También, estudios realizados en el SNC han demostrado que la respuesta
de la aromatasa o de la actividad de la aromatasa a la testosterona circu-
lante no es uniforme, de manera que las neuronas con actividad aromatasa
responden o no a la testosterona dependiendo de su localizacion en el sistema
nervioso (Hutchison y col., 1991b). Asi, in vitro, las neuronas hipotalamicas
del ratén presentan una actividad aromatasa mayor en el macho que en la
hembra durante el desarrollo pre y perinatal; sin embargo, esa diferencia no

existe en las neuronas de la corteza cerebral (Beyer y col., 1993).
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También parece claro que existe una regulacion exogena, principalmente
ejercida por la testosterona, sobre la actividad de la aromatasa en las neuro-
nas diencefalicas de roedores, pues tanto la actividad enzimatica (George y
Ojeda, 1982; Michnovicz y col., 1987; Lephart y col., 1992a,b), como los nive-
les del mRNA de la aromatasa (Lephart y col., 1992b; Harada y Yamada, 1992),
aumentan en el cerebro de estos animales conforme avanza el desarrollo pre-

natal, sabiéndose muy poco de los factores que regulan este aumento.

En la hipofisis también existe la enzima capaz de transformar la testoste-
rona en estrogenos. Ha sido ain poco estudiada, pero en nuestro Departamento
se ha estudiado la aromatasa en prolactinomas espontaneos de la hipdfisis de
la rata, encontrando que aquellos que eran prolactinomas puros, todos ellos
fueron aromatasa positivos. Ademas en el mismo trabajo se demostro, utili-
zando la doble técnica inmunocitoquimica para prolactina y aromatasa, coe-

xistencia total en las células del prolactinoma (Carretero y col., 2002).

En otro trabajo, también en la rata, Carreteroy col. (2003) estudiaron la
expresion de la aromatasa desde el nacimiento hasta la edad adulta. La ex-
presion de la aromatasa es clara a los 7 dias después del nacimiento, no en-
contrando diferencias entre los machos y las hembras. A los 14y 17 dias solo
decrecio en las hembras y no hubo cambios notables en el macho. A los 21 dias
y a los 2 meses las caracteristicas siguieron siendo similares. A los 24 meses

la reaccidn en las ratas machos habia desaparecido completamente.

Sabiendo que en las células de los prolactinomas existe aromatasa y po-
siblemente un incremento de estrogenos, es factible que se desencadenen
otros factores que actlen en la génesis o desarrollo de las células tumorales,
como es el estado proliferativo del tumor.

Para el estudio de la proliferacion celular, en nuestro trabajo hemos uti-

lizado el marcador de proliferacion PCNAy la expresion de la proteina p27.
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Al marcar las células con PCNA, se comprobo que el 70% de los ade-
nomas hipofisarios estudiados presentaron un indice de marcaje a PCNA
muy superior al encontrado en hipdfisis no tumorales (el limite de pro-
liferacion en las hipdfisis normales es de un 3% de las células glandula-
res) vy, si éstos eran prolactinomas, el indice de marcaje encontrado fue
alto en la mayoria de ellos (81%).

Al utilizar como marcador el PCNA, nos planteamos si la técnica es ido-

nea para el estudio de la proliferacion en la hipofisis.

Desde un principio, el analisis de las mitosis celulares es facil si las mis-
mas se encuentran en metafase de la mitosis dentro del ciclo celular, pero en
aquellos 6rganos como la hipdfisis, de baja actividad proliferativa, es dificil
el poder observarlas. Se consigue por la accion de sustancias como la colchi-
cina, que alteran el transporte tubular, habiendo sido el primer método uti-

lizado para su estudio (Pomerat, 1941; Hunt, 1943; Nouét y Kujas, 1975).

Anos mas tarde comenzo6 a utilizarse la timidina tritiada para el estudio
de la proliferacion. La timidina radiactiva es detectada mediante autorra-
diografia, después de que la misma se haya interiorizado en el nlcleo du-
rante la fase S del ciclo celular; en la hipofisis ha sido ampliamente utilizada
(Hunt y Hunt, 1966; Crane y Loomes, 1967; Mastro y col., 1969; Goluboff y
col., 1970; Stadtler y col., 1970). Como técnica tiene algunas desventajas,
como son, el ser una técnica radiactiva y el tener que esperar dias o sema-

nas para su observacion y estudio.

Con esta técnica, Nouét y Kujas, (1975) encuentran niveles bajos de ac-
tividad mitética en células adultas hipofisarias; sin embargo, comprobaron
cambios diurnos en los niveles de actividad, con un pico de mas actividad a
las 6 a.m.; a estos datos hay que anadir que los estudios se hicieron entre las
9-11 horas a.m. que son momentos de baja actividad, seglin estos estudios.

Sin embargo, cambios diurnos es claro que existen.
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Mas tarde, se han utilizado otras técnicas como la de la Bromodeoxiuri-
dina (BrdU) o empleando el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).
Oishi y col (1993), demostraron que los niveles proliferativos, en ratas adul-

tas, eran bastante mas altos que los demostrados por las técnicas anteriores.

Gratzner (1982) utilizé un analogo de la timidina, la bromodeoxiuridina
(BrdU) para estudiar la actividad proliferativa. Esta sustancia se incorpora al
nucleo en fase S del ciclo celular y se puede detectar mediante inmunocito-
quimica, utilizando un anticuerpo monoclonal contra ella. Es una técnica,
muy positiva, da resultados excelentes y puede ser aplicada en muchas célu-

las y tejidos.

Watanabe y Carbajo-Pérez (1990) estudiaron mediante esta técnica la
proliferacion en las hipofisis, encontrando una amplia proliferacion en ratas
hembras en las células de PRL in vitro. Del mismo modo, utilizando esta téc-
nica, Jones y col. (1994) estudian la proliferacion en las células de la pitui-

taria, después de la administracion de fenobarbital.

Kurosumi y Kobayashi (1966) y Kurosumi (1971, 1979) observaron mitosis
en las células de la pituitaruia utilizando microscopia electronica; pero son
los estudios de Oishi y col., (1993) los que han detallado mas esta actividad
proliferativa usando la técnica de la BrdU, encontrando los siguientes datos
en relacion con las células de PRL; encuentran que un 60% de las células que
presentan actividad proliferativa son células de PRL en las hembras en pro-

estro, mientras que este porcentaje baja al 40% en los machos.

Takahashi y col (1984) Takahashi y Kawashima (1987) Takahashi (1995)
encontraron que la actividad mitotica de ratas era de un 10-15% y estos datos
se incrementaban hasta el 70% durante el estro, mientras que en los machos

era de un 20%.
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La otra técnica, consistente en utilizar el marcador PCNA o antigeno nu-

clear de proliferacion celular, es la utilizada por nosotros.

Numerosos trabajos avalan la utilidad de este antigeno para demostrar la
proliferacion celular (Nakane y col., 1989; Landberg y Ross, 1991; Nakajima
y col, 1994; Ezaki y col. 1995) y en nuestro laboratorio ha sido utilizada en di-
versas circunstancias (Carretero y col.,1995; 1996; 1999; 2006), algunos au-
tores, como Coltrera y Grown (1991); Connolly y Bogdanffy (1993); Elsasser y
col. (1994); Atkiny col.(1997) creen que los resultados con este método deben
tomarse con precaucion pues la expresion de la PCNA no es exclusiva de la
fase S del ciclo celular. En contraste, Oishi y col. (1993) y Taniguchi y col.
(2001) aplican este método en la hipdfisis de la rata para estudiar la prolife-
racion y llegan a la conclusion de que la PCNA es un método muy sensitivo en

el estudio de la proliferacion.

La causa por la que la actividad proliferativa esté incrementada en los

prolactinomas no es conocida.

En la hipdfisis, la actividad proliferativa se mantiene constante excepto
en la época de crecimiento, en la que se aprecia una disminucion progresiva
(Nouét y Kujas, 1975; Shirisawa y Yoshimura, 1982; Sakuma y col., 1984; Car-
bajo-Perez y Watanabe, 1990).

Sin embargo, al parecer de Oishi y col. (1993) la actividad proliferativa
guarda relacion con los ritmos circadianos, el ciclo estrual y el sexo; también
se ha observado que es mayor la actividad proliferativa en la rata hembra

que en el macho, por lo que dependeria del sexo.

Al parecer es mayor la actividad proliferativa en la rata a primeras horas
de la manana y a media noche, sobre el resto del dia, lo que implica, segln

Nouet y Kujas (1975), la participacion de los ritmos circadianos en este proceso.
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El mismo autor antes citado y Hunt y Hunt (1966) comprobaron que la
actividad proliferativa dependia de la fase del ciclo estrual; iba en aumento
desde el proestro hasta el estro, disminuyendo progresivamente desde el final
del estro, metaestro y diestro; desde el metaestro hasta el proestro no hay

cambios significativos.

Estos cambios son debidos a los niveles de estradiol que tiene lugar en el
ciclo estrual, ya que el estradiol actia como agente favorecedor de la proli-

feracion (Oishi y col.1993).

El exceso de estrogenos es causa de hiperplasia hipofisaria (Horvath y
col., 2001), sin embargo no hay evidencia de que la propia hiperplasia sea
causa del desarrollo del adenoma, pues después de la hiperplasia producida
por la gestacion y lactancia no incrementa la aparicion de prolactinomas (Co-
ogan y col., 1995) o bien la administracion de estrogenos de manera continua
no siempre desarrolla adenomas (Ghannam y col.1999; Kovacs y col.1994),

aunque hay casos en los que si se producen (Heaney y col. 1999).

Los E2 actlan como potentes mitdgenos sobre las células lactotropas
(Deneb, 2003; Takahashi, 2004); la accion no parece ser un efecto directo de
los estrogenos sobre las células, sino mas bien que depende de factores hi-

potalamicos y de agentes locales.

La accion estrogénica puede ser parcialmente ejercida por el efecto inhi-
bidor del factor hipotalamico inhibidor de dopamina, potente inhibidor de la
proliferacion de las células lactotropas; en efecto, la dopamina, a través de la
isoforma corta del receptor D2, reduce la proliferacion lactotropa induciendo
la expresion de un factor de crecimiento antiproliferativo, el transforming grow

factor-b1 (TGF-b1) y su receptor TGF-b1 tipo Il (Sarkar y col., 2005).
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Los estrogenos aumentan la actividad mitética de la adenohipofisis (LLoyd
y col.1975; Jacobi y col.1977; Kalbermann y col.1979) y es factible que la
proliferacion de las células de prolactina durante el estro sea estimulada por
la elevada secrecion de estrogenos ovaricos durante el proestro (Oishi y

col.1993).

Los estrogenos estan asociados a estas acciones proliferativas en las cé-
lulas lactotropas, aunque también pueden ejercer efectos antiproliferativos,
par ejemplo, los E2 anadidos a cultivos de células de la adenohipofisis du-
rante 72 horas reducen la accion mitogena de la Insulina y IGF-1 en las célu-

las lactotropas (Missale y col., 1998, Gutierrez y col., 2005).

Otros hallazgos han sugerido que el efecto proliferativo de los E2 sobre
las lactotropas se debe a efectos paracrinos (Oomizu y col., 2004). Aunque el
2,5% de las células lactotropas proliferan en el estro (Hashi y col. 1995) hay
que pensar que el mismo niUmero de células pueden morir para mantener el
numero de la subpoblacion de este tipo celular. Aunque el nUmero de células
que proliferan en cada ciclo es pequeio, una desregularizacion de este pro-
ceso puede tener consecuencias en la homeostasis tisular de las hembras que

estan en fase del ciclo estrual.

En relacion con la proliferacion, hemos estudiado un factor molecular

que interviene en ciclo celular, concretamente la proteina p-27.

En nuestro trabajo hemos comprobado que:

Los prolactinomas presentaron un indice de positividad alto frente
a la proteina p27, pues el 92,73% dieron positivos a esta proteina; sin
embargo existio una discreta dispersion en cuanto al lugar de la célula
donde aparecio la proteina; en la mayoria de los tumores estuvo locali-
zada en el citoplasma (85%) en un 10% en el citoplasma y en el nucleo v,
en un 5% solo en el nucleo.

92



La proteina p27, entre otros factores, se considera de algin modo impli-

cada, como factor proliferativo.

La proteina p27, gen supresor de tumores, esta implicado en el desarro-
llo de los adenomas pituitarios, impidiendo la proliferacion (Gaffey y col.
2002; Jin, 2003). Participa en el control del ciclo celular, en las fases G1 a S

y en pasar a la célula a la fase GO.

El paso de G1 a S esta en relacion con la activacion de los complejos cdk-
ciclinas, como quedd expuesto en el capitulo de Planteamiento y una falta de
equilibrio entre estos complejos y la proteina p27, esta presente en los ade-

nomas hipofisarios, segin Donangelo y Melmed (2008).

Disregulaciones en el patron de expresion de p27, concretamente aque-
llas que conducen a una represion transcripcional, estan relacionadas con fe-
nomenos de progresion tumoral (Jackson y col. 2002; Musgrove y col. 2004).
Es por esto que p27 se considera como proteina supresora de tumores y su uti-
lidad como marcador con valor pronostico ha sido intensamente estudiada. La
localizacion subcelular de p27 es también un factor estudiado en laboratorios
anatomopatologicos, considerandose la situacion citosolica como un marca-

dor de mal pronostico (Alkarain y col. 2004).

En relacion con la proteina p27 se encuentra otra proteina la p53 que ha
sido estudiada en nuestro Laboratorio, en un trabajo complementario con el
nuestro (Hernandez, 2009). la proteina p53 es un gen supresor de tumores
que esta mutado en la mitad de los canceres humanos (Hollstein y col., 1994)
y entre ellos, en los carcinomas pituitarios, los adenomas invasivos, aunque
no en los adenomas benignos (Hollstein y col., 1994; Pernicone y col., 1997;

Gaffey y col., 2002).
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En nuestro trabajo, otros factores analizados guardan relacién con la
apoptosis. En concreto se trata del estudio de la apoptosis mediante el ana-
lisis inmunocitoquimico de la Caspasa 3 activa y de la proteina antiapoptoti-

cas Bcl-2.

El porcentaje de células en apoptosis en los prolactinomas fue muy
bajo, ya que solo el 7% de los estudiados resulto presentar reactividad
citopldsmica, siendo esta reactividad muy desigual en cuanto a intensi-
dad de reaccion se refiere.

Si la apoptosis es analizada comprobando el comportamiento de la
proteina antiapoptéticas Bcl-2, la positividad, aunque alta, solo alcanzé
al 75% de los prolactinomas

Las células de los prolactinomas fueron en gran parte positivas a la
proteina Bcl-2, apareciendo en un numero variable de estas células,
desde un 100% hasta ser escasas y muy individualizadas.

La muerte celular programada o apoptosis ha podido ser estudiada gra-
cias a la existencia de modelos de animales experimentales (Drewett y col.,
1993; Yin y col., 1994; Srikant 1995) que han permitido apreciar en la hipofi-

sis los efectos de la manipulacion hormonal.

Para el estudio de la apoptosis en los tumores hipofisarios (adenomas y
carcinomas) se estan empleando un buen nimero de técnicas de tipo morfo-
légico (para detalles ver trabajo de Kulig y col., 1999). En un principio sélo
se utilizaban los métodos de microscopia optica, analizando las caracteristi-
cas histologicas del tejido y la microscopia electrénica, para poder ver cuer-

pos apoptoticos y otros cambios ultraestructurales asociados con la apoptosis.

En secciones de parafina se analiz6 mediante el método de marcaje in
situ del DNA fragmentado o técnica de TUNEL (Terminal dioxynucleétido
transferasa-mediated dUTP nick-end labeling) cuyo fundamento es la detec-
cion de la rotura del DNA internucleosomal (final de la apoptosis), detectando

la apoptosis en estadios mas precoces que con la hematoxilina eosina. Se basa
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en la incorporacion de un oliginucledtido marcado con fluorescencia, permi-

tiendo la localizacion y cuantificacion de ndcleos fragmentados.

La inmunocitoquimica esta siendo ampliamente utilizada para analizar
la expresion de determinadas proteinas reguladoras del proceso, como la pre-
sencia o no de caspasa 3 activa o las variaciones de la proteina Bcl-2, por

citar aquellos marcadores por nosotros utilizados.

En la hipofisis humana y concretamente en los adenomas, la muerte pro-
gramada ha sido menos estudiada (Kontogeorgos y col., 1997; Green y col.,
1997); se sabe que en los adenomas hipofisarios y mas aun en los carcinomas,
existe un indice apoptotico alto (Kulig y col., 1999). Ver trabajo de Kaltas y

col. (2005) para mas detalles.

La apoptosis es frecuente observarla en células hormono-dependientes,
sobre todo después de una deprivacion hormonal (Schwartzman y Cidlowski,

1993; Vaux y Strasser, 1996; Thompsom, 1994).

En hipofisis humanas de mujeres preinadas y después del parto presenta-
ron indices apoptoticos cuatro y cinco veces mas altos que los controles. La
hipofisis aumenta en peso entre el 80% y el 100% en mujeres prefadas, se-

cundaria a la hiperplasia de células de prolactina (Stefaneanu y col.1992).

En animales, durante el posparto, se ha demostrado que existen indices
elevados de apoptosis (Haggi y col.1986; Ahlbom y col.1998) siendo estos ha-
llazgos similares a los encontrados después de un tratamiento con estrogenos
(Drewet y col., 1993) en ratas, donde se apreciaron tanto células apoptoti-
cas como otras células presentando cuerpos apoptéticos fagocitados, incre-
mentadas después de un periodo de 44 horas de dejar el tratamiento

estrogénico.
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Durante el ciclo estrual, el nivel de apoptosis se correlaciona con los ni-
veles sanguineos de E2 (Yin y Arita, 2002). Para Radl y col (2008) la DA induce
apoptosis solo en presencia de E2, lo que sugiere que es necesario una esti-

mulacion previa por E2 para que se desarrolle el efecto inhibidor de DA.

Es conocido que los E2 incrementan la sensibilidad en las células de la
adenohipofisis ante diferentes estimulos apoptéticos (Candolfi y col., 2004;
Jaita y col., 2005; Pisera y col., 2004). También se ha demostrado que el [i-
popolisacdrido inductor de apoptosis en la adenohipofisis es mas alto en pro-
estro que en otras fases del ciclo (Pisera y col., 2004) aunque ello no ocurra

en las células lactotropas.

El gen Bcl-2 es otra de las proteinas que se esta estudiando en la actua-
lidad en la participacion del desarrollo de los carcinomas pituitarios (Suhardja
y col. 2001; Asa y Ezzat, 2002; Turner y col., 2003).

La familia de proteinas Bcl-2 regulan, tanto estimulando como frenando,
diversos pasos en la apoptosis. La propia Bcl-2, componente de esta amplia

familia, bloquea la muerte celular (Reed, 1994; Yang y Korsmeyer, 1996).

Una sobreexpresion de Bcl-2 ha sido demostrada en un 30% de los ade-
nomas estudiados por Wang y col (1996); sin embargo, otras proteinas, tanto

proapoptoticas como antiapoptoticas de esta familia, no han sido estudiadas.

Se admite que la sobreexpresion de Bcl-2 provoca proteccion contra va-
rios estimulos proapoptoticos, como los provocados por la proteina p53, las
radiaciones y la quimioterapia (Schwartzman y Cidlowski, 1993; Vaux y Stras-
ser, 1996; Thompsom, 1994).

Kulig y col. (1999) estudiando hipéfisis humanas no tumorales y neopla-

sicas encontraron niveles bajos de apoptosis, en estudios in vivo, en adeno-
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mas hipofisarios realizados mediante la técnica TUNEL; solo en algunos casos
hallaron signos de apoptosis, concretamente condensacion de la cromatina
nuclear y cuerpos apoptéticos; sin embargo, los niveles de apoptosis en los

carcinomas fueron mas elevados.

Mediante técnicas inmunocitoquimicas, los autores antes citados mos-
traron, en cortes de parafina de adenomas hipofisarios, concentraciones altas

de Bcl-2, pero no en los carcinomas.

La familia Bcl-2 activa la apoptosis via reticulo endoplasmico (Zong y col.,
2003) y al parecer, pueden actuar regulando el movimiento de los iones de
calcio a través de las membranas del reticulo endoplasmico, aboliendo la

senal del calcio para la apoptosis (Lam y col., 1994).

Los indices de apoptosis encontrados por (Green y col., 1997; Saitoh y
col., 1997) y por Kulig y col. (1999) fueron significativamente bajos en rela-
cion con los encontrados por Kontogeorgos y col. (1997) estudiando 85 ade-
nomas hipofisarios humanos, donde los indices de apoptosis fueron mas altos.
Estas discrepancias pueden ser debidas a la técnica empleada para detectar

las células en apoptosis, en cada trabajo.

También se sabe que, en los adenomas hipofisarios y mas aun en los car-
cinomas existe un indice apoptotico alto (Kulig y col., 1999). Ver trabajo de

Kaltas y col., 2005.

También hemos estudiado la apoptosis utilizando el marcador caspasa 3

activa.

Segun nuestros resultados, la mayoria de los prolactinomas fueron
caspasas 3 negativos y, tan solo un 7% presentaron positividad.
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Las caspasas estan agrupadas en tres subfamilias, estando las caspasa 3
activa en la subfamilia similo- CPP32. La caspasa 3 activa interviene en la de-
gradacion de varias proteinas citoplasmicas y nucleares que inducen la de-
gradacion de DNA. La forma inactiva de la caspasa 3 se encuentra en la
mitocondria y citoplasma, mientras que la forma activa se localiza en el ci-
toplasma y en el nlucleo (Mancini y col., 1998; Samali y col., 1998; Lavrik y
col., 2005).

Esta caspasa 3 activa puede ser demostrada, al disponer de anticuerpos
especificos, por métodos inmunocitoquimicos y aplicados en piezas incluidas
en parafina (ver trabajo de Huppertz y col., 1999) este método ha sido utili-

zado por nosotros en este trabajo.

No hemos encontrado trabajos que analicen en prolactinomas humanos
este marcador como dato en el proceso tumoral; solamente se citan las cas-
pasas en general como elementos que intervienen y son fundamentales en el
proceso de apoptosis y que la apoptosis juega un papel preponderante en la
oncogénesis hipofisaria (Green y col., 1997; Kulig y col., 1999; Ozer y col.,
2003; Sambaziotis y col., 2004; Kontogeorgos, 2005, 2006).

Por Ultimo hacemos algunas consideraciones en cuanto a correlaciones exis-
tentes entre los prolactinomas, aromatasa positivos y el resto de factores ana-

lizados:

Todos los prolactinomas fueron aromatasa positivos y se puede decir que
el porcentaje de los tumores con células en proliferacion o PCNA positivos

fue alto.

Los prolactinomas, aromatasa positivos y con indice de proliferacion alto
presentaron un porcentaje bastante alto pero no total, con la proteina p27;
la correlacion fue concordante total (porcentaje alto) cuando se tuvo en
cuenta la presencia de proteina p27 en el citoplasma, no existiendo presen-

cia de p27 nuclear o nuclear y citoplasmica.
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Los prolactinomas, aromatasa positivos y con indice de proliferacion alto,

presentaron pocas células en apoptosis, demostrada por la caspasa 3 activa.

Los prolactinomas, aromatasa positivos y con indice de proliferacion alto,

fueron claramente positivos a la proteina antiapoptoética Bcl-2.

Los pocos prolactinomas, aromatasa positivos, con indice de prolifera-
cion bajo y caspasa 3 activa positiva, fueron negativos a la proteina antia-

poptotica Bcl-2.

Los prolactinomas aromatasa positivos, con la proteina p27 positiva en el

nucleo, fueron negativos a la caspasa 3 activa.

Todas estas relaciones tienen congruencia excepto la expresion de la pro-
teina 27; en efecto, esta proteina p27 esta presente en los prolactinomas y
por tanto deberia frenar el aspecto proliferativo del tumor, al ser la proteina
un factor antiproliferativo y considerado dentro de los genes supresores de tu-
mores. Tan sélo podemos decir que la presencia de esta proteina fue funda-
mentalmente citoplasmica (85%) y mucho menos nuclear (5%) y que su accion

es efectiva a nivel nuclear.

Para concluir esta discusion hemos de hacer referencia a que la Aroma-
tasa p450 esta presente en todos los prolactinomas y que su presencia debe
guardar relacion con la produccion de E2 por aromatizacion de la testoste-
rona. Que los cambios que se producen en las células lactotropas de estos
adenomas presentan modificaciones que demuestran que existe proliferacion
y apoptosis en estos tumores, con bastante interrelacion entre ellos, salvo la
proteina p27 que, debiendo estar disminuida, esta, por el contrario, aumen-

tada, aunque sea solo a nivel citoplasmico.
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Conclusiones




Después de haber realizado un estudio sobre prolactinomas humanos en
el que se han analizado factores de proliferacion y apoptosis, correlacionan-
dolos con la presencia de aromatasa en las células tumorales, hemos llegado

a las conclusiones siguientes:

1. Las células de prolactina presentes en los prolactinomas humanos pre-
sentaron una reaccion positiva a la aromatasa, es decir, los prolacti-

nomas son aromatasa positivos.

2. El indice de proliferacion de los prolactinomas humanos, aumenta con-

siderablemente en relacién con las hipofisis humanas no tumorales.

3. La apoptosis existente en las células de los prolactinomas humanos,
demostrada mediante el estudio de la caspasa 3 activa, es poco fre-
cuente, pudiendo afirmarse que ninguno de los tumores que presen-

taron proliferacion a PCNA demostraron poseer caspasa 3 activa.

4. La mayoria de los prolactinomas humanos que presentaron indices de
actividad proliferativa elevados presentaron una actividad positiva

frente a la proteina antiapoptotica Bcl-2.

5. La expresion de proteina p27 reguladora del ciclo celular y considerada

como antiproliferativa, se expreso practicamente en todos los prolac-



tinomas estudiados, si bien, su presencia se evidencié fundamental-

mente en el citoplasma y escasamente a nivel nuclear.

6. Los prolactinomas, con indice de proliferacion alto y aromatasa positi-

vos, no presentaron células en apoptosis, caspasa 3 activa positivas.

7. Todos los prolactinomas, con indice de proliferacién alto y aromatasa
positivos, con marcaje nuclear positivo a p27, fueron negativos a cas-
pasa 3 activa, sucediendo lo mismo con marcaje citoplasmico y nu-
clear de la p27; sin embargo, si hubo correlacion entre la caspasa 3

activa y la expresion citoplasmica de p27.

8. En los prolactinomas, con indice de proliferacion alto y aromatasa po-
sitivos, aunque no todos los que fueron negativos a Bcl-2 fueron posi-
tivos a la caspasa 3 activa, lo cierto es que, ningun tumor positivo a

Bcl-2 fue caspasa 3 positivo.
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